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1.1. Problemdarstellung der Untersuchung 
Die bullöse Keratopathie ist der klinische und morphologische Ausdruck unterschiedlicher 
Hornhautschädigungen, in deren Folge es zur Bildung von Bullae kommt. Da das Horn-
hautendothel nach der Geburt praktisch nicht mehr teilungsfähig ist, führt der Zellverlust 
zur Dauerschädigung der Kornea. Aus der Trübung der Hornhaut resultiert eine Visusmin-
derung bis hin zur Notwendigkeit der Hornhauttransplantation. 
Das klinische Erscheinungsbild der bullösen Keratopathie an der Spaltlampe lässt keinen 
eindeutigen Rückschluss auf die zugrunde liegende korneale Grunderkrankung zu, sondern 
beschreibt lediglich die pathologischen strukturellen Veränderungen. Beispiele für die un-
terschiedlichen Ätiologien der Hornhautschädigungen sind zum Beispiel die postoperativ 
aufgetretene degenerative Endothelschädigung, Fuchs’sche Endotheldystrophie oder eine 
Cornea guttata anderer Genese.  
Derzeit existieren keine umfassenden deskriptiven Publikationen zur humanen Keratozy-
tenmorphologie in vitalem Korneagewebe bei bullöser Keratopathie. Eine in vivo Vitalfär-
bung aller Korneaschichten zur mikroskopischen Darstellung der zellulären und interzellu-
lären Bestandteile ist bisher nicht bekannt. Deshalb fehlen die Möglichkeiten, die bullöse 
Keratopathie im präklinischen Stadium zu diagnostizieren. Die Konsequenz ist die Diag-
nose der Erkrankung zu einem Zeitpunkt, an dem der Endothelzellverlust mit folgender 
ödematöser Verquellung des Stromas fortgeschritten ist. Die ödematöse Stromaverände-
rung, beziehungsweise die Bildung von Bullae als Konsequenz einer Hornhautdekompen-
sation, führen infolge der Trübung der Kornea zu einer Visusminderung. Aufgrund der 
Exposition der sensiblen Nervenendigungen nach Ruptur der Epithelbullae kann eine be-
gleitende Schmerzsymptomatik auftreten (Naumann 1996). Eine Therapiemöglichkeit der 
bullösen Keratopathie mit dem Endothelzellverlust ist zur Zeit nicht bekannt, so dass nach 
weiterer Progredienz der Hornhautdekompensation nur die penetrierende Hornhauttrans-
plantation als ultima ratio zur Verfügung steht. 
Es existieren zahlreiche Publikationen, die das gesunde Keratozytennetzwerk morpholo-
gisch beschreiben (Böhnke, Masters 1999, Rao et al. 2000). Bei der bullösen Keratopathie 




wurden dagegen von den meisten Forschungsgruppen die Veränderungen auf molekular-
biologischer Ebene untersucht (Ljubimov et al. 1996, Akhtar et al. 2001). Deshalb ist das 
Ziel dieser Arbeit, die krankheitsspezifischen Veränderungen der vitalen Keratozytensub-
populationen bei der bullösen Keratopathie in humanen Hornhäuten morphologisch und 
morphometrisch zu charakterisieren. 
1.2. Anatomische und physiologische Aspekte der Kornea 
Die Kornea hat eine optische und eine protektive Funktion. Mit ca. 70 % hat sie den höch-
sten Anteil an der Gesamtbrechkraft des refraktiven Systems. Die Hornhautbrechkraft steht 
in direkter Beziehung zum Krümmungsradius.  
Die Sauerstoff- und Nährstoffversorgung der Kornea wird im anterioren Anteil über den 
Tränenfilm, von posteriorer Seite durch das Kammerwasser und limbal vom Randschlin-
gennetz (Gefäßnetz der Aa. ciliares anteriores) gewährleistet (Kaufman et al.1998).  
Die Hornhaut ist normalerweise gefäßfrei. Sie besteht aus reichlich mukoproteider Grund-
substanz (Matrix), die ein Kollagenfasergerüst umhüllt und Wasser binden kann (Møller-
Pedersen 2004). Die wichtigsten Proteoglykane der Hornhaut sind die Glykosaminoglyka-
ne wie Keratosulfat, Lumican (Kao, Liu 2002, Michelacci 2003), Keratocan und Mimecan 
sowie das Dermatansulfat Decorin (Michelacci 2003). Gegenüber entzündlichen Prozessen 
ist diese „Glashaut“ besonders widerstandsfähig. 
Voraussetzung für die optische Leistungsfähigkeit der Hornhaut ist ihre Transparenz. 
Durch ein komplexes System zwischen Hydratation und Dehydratation der Kornea wird 
die Transparenz und eine konstante Hornhautdicke garantiert (Møller-Pedersen 2004). 
Eine stabile Aufrechterhaltung dieser kornealen Parameter ist durch folgende Faktoren 
gewährleistet beziehungsweise beeinflussbar:  




• Ein funktionsfähiges, pumpfähiges Endothel, welches das Wasser aktiv der stro-
malen Grundsubstanz entzieht (Joyce 2003, Fischbarg 2003). 
• Die Verdunstung des präkornealen Tränenfilms. 
• Ein physiologischer Augeninnendruck (Fischbarg 2003) (Abbildung 1-1).  
 
Das pathologische Ungleichgewicht dieser Faktoren führt zur kornealen Quellung. Durch 
das Stromaödem weichen die physiologischerweise regelmäßig angeordneten Kollagenfa-
sern auseinander. Dadurch verändert sich die Lichtbrechung, was zu einer Herabsetzung 






Die korneale Grenze zur Vorderkammer bildet das Endothel, das neuroepithelialer Her-
kunft ist. Diese einlagige Schicht besteht aus regelmäßigen hexagonalen Zellen. Die Ver-
bindungen der Endothelzellen untereinander bilden keine durchgehende Barriere wie im 
Hornhautepithel. Das Kammerwasser aus der Vorderkammer des Auges kann somit in das 
Stroma eindringen. Durch eine Erhöhung des intraokularen Druckes verstärkt sich die 
Abbildung 1-1: Schematische Darstellung des physio-
logischen Gleichgewichtes der Kornea (eigene schema-
tische Darstellung). 




Tendenz der stromalen Wasseraufnahme. Die Endothelzellen wirken diesem Mechanismus 
durch den aktiven Transport von Bikarbonat und Chlorid aus dem extrazellulären Raum 
des Stromas in das Kammerwasser entgegen. Dem Anionentransport folgen die Kationen, 
überwiegend Natrium, woraus ein sekundärer Flüssigkeitstransport aus dem Stroma resul-
tiert (Rauz et al. 2003, Bonanno 2003). Für diesen aktiven Ionentransport und die Protein-
synthese sind die Endothelzellen reich an Organellen, besonders an Mitochondrien, an 
Golgi-Systemen und an endoplasmatischem Retikulum (Riley, Peters 1981). Durch den 
osmotischen Gradienten wird das Stroma kontinuierlich dehydriert. Idealerweise steht die 
Verdunstung im Gleichgewicht zur stromalen Wasseraufnahme (Abbildung 1-1).  
Bei der Geburt beträgt die Zelldichte beim gesunden Endothel zwischen 2000 und 4000 
Zellen pro mm2 (Sangeetha et al. 2002). Bei dekompensierten Hornhäuten hingegen finden 
sich bei den Patienten Endothelzellzahlen zwischen 400 und 600 Zellen pro mm2 (Neu-
bauer 1983). Beim Verlust von Endothelzellen versuchen die Nachbarzellen den Defekt 
auszufüllen. Sie dehnen sich, um Kontakt mit den benachbarten, noch intakten Zellen auf-
zunehmen. Dabei entsteht ein unregelmäßiges Muster großer und kleiner Zellen. 
Die Descemet-Membran begrenzt das Endothel zum Hornhautstroma. Diese besteht aus 
feinen Kollagenfibrillen und besitzt einen hohen Gehalt an Mukoproteinen (Spencer 1996).  
Das Hornhautstroma nimmt etwa 90 % der gesamten Korneadicke ein (Michelacci 2003). 
Es enthält verschiedene stark wasserbindende, saure Mukoproteine. Mitunter entsteht da-
durch ein hoher Flüssigkeitsgehalt der extrazellulären Matrix. Die in der extrazellulären 
Matrix befindlichen Keratozyten sind dünn und flach mit langen Fibroblastenausläufern, 
die mit den Keratozyten der gleichen Zellschicht in Kontakt treten. Durch den strengen 
Aufbau des Keratozytennetzwerkes sowie der regelmäßigen Anordnung der heterotopi-
schen Kollagenfasern (vor allem Typ I und V Kollagene) erreicht das Stroma einen ein-
heitlichen Brechungsindex (Michelacci 2003). Dieser entspricht fast genau dem der 
Grundsubstanz selbst. Das korneale Stroma lässt sich in drei Bereiche differenzieren: in 
einen anterioren, einen zentralen, sowie in einen posterioren Bereich, mit den jeweiligen 
charakteristischen Keratozytensubpopulationen (Hahnel et al. 2000). 
Die Bowman-Membran ist eine azelluläre Schicht von 10 bis 16 μm Dicke (Masters, 
Böhnke 2001). Diese Membran ist aus filzartig verflochtenen, kollagenen Fasern aufge-




baut, die sehr dünn und locker in der reichlich vorhandenen Grundsubstanz verteilt sind 
(Wilson, Hong 2000). 
Das Korneaepithel ist sehr regelmäßig gebaut und besteht aus nichtverhornendem Platten-
epithel. Diese 5 – 6 Zellschichten begrenzen die Hornhaut nach außen und sind aus Basal-, 
Intermediär- und Superfizialzellen aufgebaut (Kühnel, Mendoza 1987). Zellverbindungen 
(Tight-Junctions) zwischen den Superfizialzellen bilden eine wichtige Permeabilitätsbar-
riere und verhindern das Übertreten von Substanzen vom Tränenfilm in die Hornhaut und 
umgekehrt (Kaufman et al. 1992). Die Regeneration des Epithels geht von den zylindri-
schen Basalzellen aus. 
 
1.3. Entwicklung von Untersuchungsmethoden der Keratozytenmorpho-
logie 
Die Keratozytenmorphologie wurde erstmals 1950 histologisch mit Hilfe der Silberim-
prägnierung beschrieben (Sverdlick 1954, Scharenberg 1955). Später erweiterte die Elekt-
ronenmikroskopie die Möglichkeiten, strukturelle Details sichtbar zu machen (Nishida et 
al. 1988). Die Untersuchungen von kultivierten Keratozyten in einem dreidimensionalen 
Kollagengitter zeigen, dass die Keratozyten große, flache Zellen sind, die zahlreiche zyto-
plasmatische Ausläufer besitzen. Diese treten über Zellverbindungen („gap junctions“) 
miteinander in Verbindung und bilden ein ausgedehntes Netzwerk (Assouline et al. 1992, 
Masters 1998).  
Diese Untersuchungsmethoden waren immer invasiv und hatten eine Verletzung der Zell- 
beziehungsweise Gewebestruktur zur Folge. Die Fixierung der Kornea und die konsekutive 
Betrachtung wurden ex vivo durchgeführt. Durch die Weiterentwicklung von nicht invasi-
ven beziehungsweise dynamischen Darstellungsmöglichkeiten wurde eine neue Ära der 
Untersuchung des lebenden Keratozytennetzwerkes eingeleitet. Die Entwicklung der kon-
fokalen in vivo Mikroskopie, wie Tandem Scanning Confocal Microscopy (TSCM) und 
Scanning Slit Confocal Microscopy (SSCM) und des Hochfrequenz-Ultraschall-
Mikroskops machte die Darstellung der zellulären Strukturen der Kornea in drei bezie-




hungsweise vier Dimensionen möglich, also auch in Bezug zur Aufnahmegeschwindigkeit 
(x,y,z,t) (Cavanagh et al. 2000).  
Eine Modifizierung des konfokalen Mikroskops (Mikrophthal) ermöglichte die Dichtemes-
sung der Keratozyten direkt am Patienten (Stave et al. 1998), jedoch keine detaillierte Dar-
stellung des Keratozytennetzwerkes.  
Die konfokale Mikroskopie schaffte die Voraussetzung für die Visualisierung von zellulä-
ren Strukturen in vitalem Gewebe ohne Fixierung und Artefaktbildung. Diese Methodik 
wurde daher in zahlreichen Studien für die in vivo Untersuchung der Kornea eingesetzt, 
beispielsweise für die Messung der Hornhautdicke (Li et al. 1997), die dreidimensionale 
Darstellung des Keratozytennetzwerkes (Møller-Pedersen, Ehlers 1995, Hahnel et al. 2000, 
Masters, Böhnke 2001, Masters, Thaer 1994) und die Untersuchung des Hornhautepithels 
(Tomii, Kinoshita 1994). Der Einsatz des konfokalen Mikroskops für in vivo Studien der 
Kornea erlaubt die Aufzeichnung von Sequenzen optischer Schnitte bei kornealen Dystro-
phien (Somodi et al. 1997a, Hahnel et al. 1997c, Sherif et al. 1999).  
Im Gegensatz zur Scanning Slit Confocal Microscopy und der konventionellen Biomikros-
kopie können mit Hilfe der Tandem Scanning Confocal Microscopy dünne optische 
Schnitte mit hoher Auflösung generiert werden. Die genannten Untersuchungsmethoden 
wurden in mehreren Publikationen angewandt. Dabei zeigten sich korrelierende morpholo-
gische Veränderungen der Kornea bei der bullösen Keratopathie (Böhnke, Masters 1999, 
Sherif et al. 1999, Morishige et al. 2012).  
Poole et al. gelang es, mit Hilfe eines so genannten LIVE/DEAD®-Kits vitale und avitale 
Keratozyten in lebender Hornhaut zu differenzieren (Poole et al. 1993). Dieser Kit enthält 
das fluorogene Substrat Calcein AM, welches durch die Esterasen in den vitalen Keratozy-
ten in einen fluoreszierenden Farbstoff umgewandelt wird. Als zweites Substrat wirkt das 
Fluorochrom Ethidium-Homodimer-1, welches sich bei avitalen Zellen an die DNA bindet. 
Durch die Kombination der konfokalen Mikroskopie mit dieser Doppelfluoreszenzfärbung 
ist es möglich, das lebende Korneagewebe innerhalb eines definierten Zeitfensters unver-
sehrt zu untersuchen. Eine detaillierte Visualisierung der Keratozytensubpopulationen und 
deren Netzwerk wird dadurch ermöglicht (Hahnel et al. 2000).  
Neben den beschriebenen morphologischen Untersuchungen wurden auch verschiedene 




morphometrische Studien durchgeführt. Møller-Pedersen et al. zogen erstmals 1994 indi-
rekt Rückschlüsse auf die Keratozytendichte in humaner Kornea aufgrund der Messung der 
stromalen DNA und Quantifizierung mit Hilfe der Kernfluoreszenz (Møller-Pedersen et al. 
1994). Die direkte Quantifizierung der Keratozytendichte in vivo mit Hilfe des konfokalen 
Mikroskops wurde von verschiedenen Studiengruppen beschrieben (Mustonen et al. 1998, 
Patel et al. 1999, Schrems-Hoesl et al. 2013). Prydal und Mitarbeiter untersuchten mit dem 
konfokalen Mikroskop die Dichte, Größe sowie die Verteilung gesunder Keratozyten der 
humanen Hornhaut. Die größte Zelldichte wurde direkt unter der Bowmanschen Membran 
nachgewiesen (Prydal et al. 1995). Die Zelldichte ist nach posterior kontinuierlich abneh-
mend. Schrems-Hoesl und Mitarbeiter (Schrems-Hoesl et al. 2013) konnten mit dieser Un-
tersuchungsmethode bei der Fuchs’schen Endotheldystrophie signifikante Veränderungen 
der Endothelzelldichte, sowie im posterioren Stromabereich bei der Keratozytendichte, 
nachweisen.  
 
1.4. Bullöse Keratopathie 
Die bullöse Keratopathie ist ein pathologischer Zustand der Kornea (Abbildung 1-2), wel-
cher bei unterschiedlichen Krankheitsbildern in Erscheinung treten kann.  
 
 
Abbildung 1-2: Pathohistologischer Schnitt einer patho-
logisch veränderter Kornea bei bullöser Keratopathie 
(mit freundlicher Genehmigung vom Institut für Patho-
logie Universität Rostock). 




Am häufigsten entsteht eine bullöse Keratopathie als Folge intraokularer Eingriffe im Be-
reich der Vorderkammer. Das Operationstrauma oder postoperativ entstandene entzündli-
che Vorgänge verursachen eine Endothelrarefizierung beziehungsweise –schädigung. Bei 
bestehender funktioneller Endotheldekompensation kann es zur Ausprägung der bullösen 
Keratopathie führen (Akhtar et al. 2001). 
Neben den sekundären Ursachen des Hornhautödems, wie zum Beispiel bei der postopera-
tiven, traumatischen oder entzündlichen Pathogenese, gibt es Manifestationsformen mit 
primären Endotheldystrophien. Progredienz der Erkrankung führt ebenfalls zu einer funk-
tionellen Endotheldekompensation mit Entwicklung des gleichen klinischen Krankheits-
bildes. Die Fuchs’sche Endotheldystrophie gehört hingegen zu den vererbten Endothel-
dystrophien (Chiou et al. 1999). 
Bei Endotheldekompensationen unterschiedlicher Pathogenese kommt es zur ödematösen 
Aufquellung der Kornea, welche ein- oder doppelseitig auftreten kann (Bonanno 2003). 
Für dieses Hornhautödem ist ein vermehrter Wassereinstrom verantwortlich. Dies wird 
durch einen Defekt oder ein Versagen des endothelialen Pumpmechanismus durch Endo-
thelrarefizierung verursacht (Joyce 2003). 
 
 
Abbildung 1-3: Darstellung eines Endotheldefektes mit 
konsekutiver ödematöser Verquellung des kornealen 
Stromas bei bullöser Keratopathie (eigene Darstellung). 




In Abbildung 1-3 wird dieser Defekt schematisch dargestellt. Auch bei der bullösen Kera-
topathie spielt vor allem das Endothel eine entscheidende Rolle, welches als Kammerwas-
serschranke gegenüber der Kornea dient. Bricht seine Funktion zusammen, kommt es zum 
Wassereinstrom und zur Quellung. Im fortgeschrittenen Stadium kann es zur opaken Trü-
bung des Stromas führen. Auch die Ausprägung von epithelialen Bullae ist eine Folge des 
Stromaödems (Naumann 1996). Diese Flüssigkeitsansammlungen im Epithel bilden zysti-
sche Räume, die nach außen rupturieren können, Epitheldefekte verursachen und durch frei 
liegende sensible Nervenendigungen eine Schmerzsymptomatik hervorrufen. 
Entsprechend dem feingeweblichen Aufbau der Hornhaut werden epitheliale, stromale 
(einschließlich Bowman-Membran) und endotheliale (einschließlich Descemet Membran) 
Degenerationen unterschieden. Diese Veränderungen können in den verschiedenen Gewe-
ben entweder mit einem Zell- bzw. Gewebeschwund und/oder Verlust der normalen Struk-
tur, aber auch mit überschießender Proliferation und Produktion pathologischer Gewebebe-
standteilen oder mit der Einlagerung von Stoffwechselprodukten verbunden sein. 
 




2. Ziel der Arbeit 
Ziel der vorliegenden Arbeit war es, vitale humane Hornhäute mit dem Erscheinungsbild 
der bullösen Keratopathie mit Hilfe des konfokalen Mikroskops morphologisch und mor-
phometrisch zu untersuchen und zu beschreiben.  
Dabei sollten Vergleiche der Keratozytensubpopulationen im anterioren, zentralen und 
posterioren Stroma der Kornea bezüglich Morphologie und morphometrischer Parameter 
(Zelldichte, Zellgröße, Zellvolumen, Zelloberfläche, Volumendichte, Zellformfaktor) dar-
gestellt werden. 
Im zweiten Teil der Arbeit wurden die gewonnenen Daten mit den Ergebnissen der Vorun-
tersuchungen gesunder menschlicher Hornhäute verglichen. Als Datengrundlage für diese 
Voruntersuchungen dienten die Messergebnisse von Somodi et al. 1995 und Hahnel et al. 
1997. Diese Untersuchungen wurden ebenfalls mittels konfokaler in vivo Mikroskopie 
morphologisch und morphometrisch an gesunden humanen sowie an porcinen Hornhäuten 
durchgeführt.  
Mit diesen Ergebnissen sollen Rückschlüsse auf krankheitsspezifische Veränderungen bei 
der bullösen Keratopathie gezogen werden können. Dadurch kann die Erkennung der Er-
krankung in einem frühen Stadium ermöglicht werden. 
 





3. Verwendete humane Hornhäute 
Für die konfokale mikroskopische Untersuchung der humanen Korneae wurden zwölf 
Hornhauttrepanate mit dem klinisch pathologischen Bild einer bullösen Keratopathie ver-
wendet. Die Trepanate wurden jeweils den Patienten vor einer Hornhauttransplantation 
entnommen. 
Entsprechend der retrospektiv durchgeführten Auswertung der Patientendaten anhand der 
Krankenakten und der Spaltlampenuntersuchungen lagen bei drei der zwölf untersuchten 
Hornhäute eine Fuchs’sche Endotheldystrophie als korneale Grunderkrankung vor. 9 
Hornhauttrepanate wiesen keine primäre korneale Grunderkrankung auf. In dieser Gruppe 
war die bullöse Keratopathie als Folge einer Kataraktextraktion postoperativ entstanden.  
In der untersuchten Patientengruppe waren keine Kontaktlinsenträger vertreten. 
 





4. Material und Methode 
4.1. Präparation der Kornea 
Die Hornhäute wurden innerhalb von 24 Stunden nach der Trepanation untersucht. Da-
durch konnte die Hornhautquellung minimiert und die Vitalität des Gewebes durch eine 
kurze Kulturdauer unverändert untersucht werden. 
Für die Untersuchungen wurden die humanen Korneae unmittelbar nach Trepanation für 
maximal 24 Stunden bei 37 °C in Earle Minimal Essential Medium (MEM) bei pH 7,2 
kultiviert. Die Lösung enthielt 200 mM L-Glutamin, 12,5 ml/l 1 M Hepes, 29,3 ml/l NaH-
CO 7,5 %, 2 % FCS (foetales Kälberserum), sowie Penicillin-Streptomycin und Amphote-
ricin B. Am Ende der Korneakultivierung wurden die Trepanate 5 Stunden im gleichen 
Medium mit Zusatz von 6 % Dextran entquollen. 
Aus dem Zentrum der Hornhäute wurden jeweils Gewebeblöcke mit einer Länge von 
5 mm und einer Breite von 2 mm präpariert.  
Diese Hornhautblöcke wurden mit Hilfe eines Mikrokeratoms nach Draeger (Fa. Stortz) 
tangential zur Hornhautkrümmung geschnitten. Die einzelnen Lamellen aus dem anterio-
ren, dem zentralen sowie dem posterioren Stroma wurden entsprechend der Vorgehenswei-
se von Somodi und Mitarbeitern gewonnen (Somodi et al. 1997a). 
Diese Gewebelamellen wurden zunächst mit der Doppelfluoreszenz-Technik (siehe Kapitel 
4.3) angefärbt. Anschließend erfolgte die Beurteilung mit Hilfe des Fluoreszenz-
Mikroskops, um vitale und avitale Zellen zu differenzieren. In einem zweiten Arbeits-
schritt wurden Schnittbilder mit einer Schnittdicke von 0.5 – 2 µm mit dem konfokalen 
Laserscanning-Fluoreszenzmikroskop aufgenommen. 
 





4.2. Methode der vitalen Doppel-Fluoreszenz-Färbung 
 
Die Hornhautschnitte wurden mit dem LIVE/DEAD®-Kit (Molecular Probes Inc., Eugene 
OR) angefärbt. Diese Färbung basiert auf einer etablierten Fluoreszenzfärbemethode (Poo-
le et al. 1993), die die Darstellung des Zytoplasmas einschließlich der feinen Zellverzwei-
gungen und Zellkontakte ermöglicht. Der Kit enthält zwei Substanzen: Calcein-
Acetoxymethylester (Calcein-AM) und Ethidium-Homodimer-1. Diese beiden Farbstoffe 
erlauben die simultane Kennzeichnung und Unterscheidung vitaler und toter Zellen. Mit 
diesen Farbstoffen werden zwei Parameter der Zellvitalität bestimmt: die intrazelluläre 
Esteraseaktivität (Calcein-AM) und die Integrität der Zellmembran (Ethidium-
Homodimer-1) (Herman 1998). 
Das fluorogene Substrat Calcein-Acetoxymethylester (Calcein-AM) ist ein elektrisch neut-
rales Molekül, das sehr gut lipidlöslich ist. Es besitzt nur wenig Eigenfluoreszenz. Das 
Substrat penetriert schnell durch die intakte Zellmembran lebender Zellen und fluoresziert 
selbst praktisch nicht. Im Zytoplasma wird es von intrazellulären unspezifischen Esterasen 
durch Spaltung der Esterbindung in das hydrophile, fluoreszierende Calcein hydrolysiert. 
Dadurch kann die Esteraseaktivität bei lebenden Zellen nachgewiesen werden. Das polya-
nionische Calcein ist nicht zytotoxisch. Es besitzt bei pH 7 sechs negative und zwei positi-
ve Ladungen und wird in der Zelle akkumuliert. Dadurch kommt es bei vitalen Zellen zu 
einer intensiven grünen Fluoreszenz mit einem Absorptionsmaximum bei ca. 530 nm 
(Holló et al. 1994). Durch die Hydrophilität des Calceins verteilt sich der Farbstoff 
gleichmäßig im gesamten Zytoplasma bis in die feinen Zellfortsätze. Dadurch wird die 
Morphologie der lebenden Zellen bis ins Detail deutlich sichtbar. 
Der zweite Farbstoff, das Ethidium-Homodimer-1 besitzt eine hohe Affinität zur DNA und 
leuchtet bei spezifischer Anregung rot fluoreszierend. Dieses Fluorochrom kann nur defek-
te Zellmembranen passieren. Dabei bindet ein Molekül Ethidium-Homodimer an 4 Basen-
paare der Doppelstrang-DNA des Zellkerns, wobei die Bindung nicht sequenzspezifisch 
ist. Bei diesem Vorgang erfährt der Farbstoff eine etwa 40-fache Verstärkung seiner 
Leuchtintensität. Es wird eine rote Kernfluoreszenz der geschädigten oder toten Zellen mit 
einem Emissionsmaximum bei ca. 600 nm sichtbar. Die intakten Zellmembranen lebender 





Keratozyten sind impermeabel für das Ethidium-Homodimer-1. Deshalb werden die vita-
len Keratozyten nicht mit diesem Fluoreszenzfarbstoff angefärbt. 
Sowohl das Calcein als auch das Ethidium-Homodimer können unter Nutzung eines kon-
ventionellen Fluorescein-Anregungsfilters (für Calcein: 485 ± 11 nm und für Ethidium-
Homodimer-1: 569 nm) zur Fluoreszenz angeregt werden. Die Abbildung 4-1 verdeutlicht 
die Fluoreszenzcharakteristika (Emission) beider Fluorochrome. Mit einem Fluorescein-
Long-Pass-Emissionsfilter ist die simultane Betrachtung der Fluoreszenzemission beider 
Fluorochrome möglich.  
Durch die gleichzeitige Darstellung lebender und toter Keratozyten unter Ausnutzung ihrer 
spezifischen Fluoreszenz kann die Gewebeschädigung quantifiziert werden.  
 
Zur Durchführung der vitalen Doppel-Fluoreszenzfärbung wurden die Gewebeproben in 
einer Zellkulturplatte in 250 µM D-PBS (Dulbecco´s phosphate-buffered saline) unter Zu-
satz von 2 µM Calcein AM und 4 µM Ethidium-Homodimer für 40 Minuten bei Raum-
temperatur, unter sterilen Bedingungen und Lichtausschluss inkubiert. 
Um ein Austrocknen der Hornhautproben zu vermeiden, wurden die angefärbten Horn-
hautlamellen anschließend zwischen zwei Deckgläser gebracht. Dieses Vorgehen ermög-
 
Abbildung 4-1: Das Fluoreszenz-Emissionsspek-
trum von Calcein und DNA-gebundenem Ethidium-
Homodimer-1 zeigt die unterschiedlichen Emissions-
kurven von lebenden und toten Eukaryontenzellen 
(Molecular Probes Inc., Eugene OR). 





lichte die korneale Gewebsuntersuchung von beiden Seiten ohne mechanischen Druck auf 
die Präparate. Während der konfokalen Mikroskopieuntersuchung wurden einzelne Zellen 
jedes Präparates hinsichtlich eventueller Veränderungen ihrer Morphologie und Vitalität 
beurteilt. Während eines Untersuchungszeitraumes von 20 Minuten traten keine sichtbaren 
morphologischen Veränderungen auf. 
 
4.3. Fluoreszenz-Mikroskopie 
Die Fluoreszenz ist das Ergebnis eines Drei-Stufen-Prozesses, bei dem Fluorochrome (po-
lyaromatische Hydrokarbonsäuren oder Heterozyklene, wie beispielsweise Calcein-AM 
und Ethidium-Homodimer-1) zur Emission von sichtbarem Licht angeregt werden. Dabei 
werden Fluoreszenzfarbstoffe durch einen spezifischen Stimulus aus dem energetischen 
Grundzustand angeregt. Beim Zurückspringen vom energiereichen Zustand in den Grund-
zustand geben diese ihre Energie in Form von sichtbarem Licht mit geringer Wellenlänge 
ab.  
Die Energiezustandsänderung der Fluorochrome wird in Abbildung 4-2 dargestellt. In der 
ersten Energiestufe ❩ wird vom Fluorochrom ein Photon mit der Energie hνEX absorbiert. 
Zur Untersuchung der Hornhäute in der vorliegenden Arbeit wurde die Energie durch den 
Argon-Krypton-Laser des Laserscanning-Fluoreszenzmikroskops zugeführt. Das Fluoroch-
rom erfährt dadurch einen Quantensprung in ein höheres Energie-Niveau (S1´). Die 
Schwingungsenergie molekularer Oszillatoren kann nur diskrete Energiezustände anneh-
men, die als Quantensprünge bezeichnet werden. Die diskreten Energiezustände eines 
Fluorochroms werden in der vertikalen Energie-Skala in Abbildung 4-2 dargestellt (S0, S1´, 
S1). 





S1´ beschreibt den angeregten Zustand, welcher eine bestimmte Zeit existiert (für die Fluo-
reszenz normalerweise 1-10x10-9 Sekunden). Während dieser Zeit erfährt das Fluorochrom 
einen Konformationswechsel und ist so Gegenstand einer großen Anzahl von möglichen 
Interaktionen. Die Energie von S1´wird teilweise in Form von Licht abgegeben , so dass 
ein entspannter, energieärmerer Zustand (S1) entsteht.  
Das Photon mit der Energie hνEM kehrt in den Grundzustand (S0) zurück . Die Photonen-
energie ist schwächer und hat eine größere Wellenlänge als das erregte Photon hνEX. Die 
Differenz der Energie oder der Wellenlänge (hνEX - hνEM) ist wichtig für die Empfindlich-
keit der Fluoreszenztechnik. Sie ermöglicht, emittierte Photonen gegen einen schwach 
fluoreszierenden Hintergrund, isoliert von erregten Photonen, zu messen. 
Die Hornhautlamellen wurden nach entsprechender Doppelfluoreszenz-Färbung mit Cal-
cein-AM und Ethidium-Homodimer-1 unter dem senkrecht zum Objekttisch montierten 
Fluoreszenzmikroskop H 500 AFL 50 (Fa. Hund, Wetzlar) untersucht. Das Fluoreszenz-
mikroskop ist mit einer 50 Watt Quecksilber-Höchstdrucklampe zur Anregung der Fluo-
reszenz, einem konventionellen Fluorescein-Filterset und einem 20x/0,4 NA Fluoreszenz-
objektiv ausgerüstet.  
Die simultane Darstellung vitaler und avitaler Zellen mit Hilfe der Fluoreszenzmikroskopie 
ermöglichte es, avitale Gewebebereiche von der weiteren Untersuchung mit dem konfoka-
len Laserscanning-Fluoreszenzmikroskop auszuschließen (siehe auch Kapitel 4.2. und 
4.4.). Bis auf eine Ausnahme waren nur an den Schnittflächen der Hornhauttrepanate ge-
Abbildung 4-2: Energiezustandsänderung der Fluo-
rochrome bei der Fluoreszenz.  





schädigte Zellen mittels Ethidium-Homodimer-1-Färbung erkennbar. Eine Ethidium-
Homodimer-1-positive Darstellung im zentralen Bereich wurde nicht in die Analyse und 
Auswertung des Keratozytennetzwerkes einbezogen. 
4.4. Konfokale Laserscanning Fluoreszenz Mikroskopie 
Die gefärbten Hornhautlamellen wurden (nach dem Vitalitätsnachweis mittels Fluores-
zenz-Mikroskopie) mit dem schnellen konfokalen Laserscanning-Fluoreszenz-Mikroskop 
Diaphot 300 Odyssey XL (Fa. Nikon), das mit einem Argon-Krypton-Laser (Fa. Noran) 
ausgerüstet war, untersucht (Abbildung 4-3). 
 
 
Abbildung 4-3: Konfokales Laserscanning-Fluo-
reszenzmikroskop Diaphot 300 Odyssey XL (Ni-
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Markante Details wurden mit dem 60x/1,2 NA Wasserimmersionsobjektiv von Nikon un-
tersucht. Damit wurde auch in der z-Achse eine hohe Auflösung gewährleistet. Hier betru-
gen die Intervalle der optische Schnitte 0,5 µm bis 1,0 µm. 
Die optischen Schnitte wurden für die qualitativen Vergleiche mit dem konfokalen Laser-
scanning-Fluoreszenzmikroskop aufgenommen und „real time“ Datensätze für die dreidi-
mensionale Rekonstruktion des Keratozytennetzwerkes erstellt. Dadurch wurde die Be-
trachtung der Zellen in allen drei Achsen (x, y, z) ermöglicht (Abbildung 4-5).  
 
Das konfokale Laserscanning-Mikroskop und die Datenverarbeitung wurden mit der 
InterVision-Software von Noran gesteuert, die die anschließende Datenberechnung und 
Rekonstruktion der Schnittbilder ermöglichte. Durch die Echtzeitmittelung aus ursprüng-
lich 8 auf 4 Einzelbilder wurde die Qualität der optischen Schnitte durch die „Rauschun-
terdrückung“ zusätzlich verbessert. 
Abbildung 4-5: Dreidimensionale Darstellung eines ausge-
wählten Hornhautbereiches mit Hilfe der Software Voxel 
View® 
50µm 





4.5. Dreidimensionale Rekonstruktion des Keratozytennetzwerkes 
Die zweidimensionalen Abbildungen einzelner Stromabereiche der untersuchten Hornhäu-
te wurden mittels der InterVision-Software von Noran in dreidimensionale Darstellungen 
weiterverarbeitet. Um die Darstellungsqualität der 3D-Rekonstruktion zu verbessern, wur-
den die registrierten optischen Schnitte zunächst mit einem 2D-Modul digital bearbeitet. 
Danach wurde für die Volumenwiedergabe und räumliche Orientierung der Keratozyten 
der gesamte Datensatz mit einem 3D-Software-Modul rekonstruiert. Anhand der definier-
ten Schnitttiefe und der Anzahl der gescannten Zellebenen (bei bekannter Grundfläche) 
konnte das jeweilige Gesamtvolumen der untersuchten Kornea berechnet werden. Um die 
Dokumentation der 3D-rekonstruierten Datensätze visuell besser zu veranschaulichen, 
wurde die Rot/Grün-Stereodarstellung gewählt. Dazu wurde der Datensatz in der y-Achse 
mit Hilfe der Tilted-View-Technik um einen Winkel φ = +/- 5° gedreht, um den Augenab-
stand vom linken zum rechten Auge zu simulieren (siehe Abbildung 4-6). Die beiden un-
terschiedlichen Bilder wurden Rot/Grün-farbkodiert und übereinander gelagert. Bei Be-
trachtung dieser Stereodarstellungen mit einer Rot/Grün-Brille wird von jedem Auge nur 
das entsprechende Farbbild wahrgenommen, wodurch ein dreidimensionaler Eindruck ent-
steht. 
 
Abbildung 4-6: Graphische Darstellung der Tilted-
View-Technik zur dreidimensionalen Rekonstruktion 
des Keratozytennetzwerkes (eigene Darstellung). 





4.6. Analyse des Keratozytennetzwerkes 
Von den gewonnenen Datensätzen wurden mit den Computerprogrammen Voxel-View® 
und Intervision® (Noran Instruments, Middleton, WI) aus den konfokalen Schnitten der 
einzelnen Hornhautbereichen ein dreidimensionales Keratozytennetzwerk rekonstruiert. 
Anhand der morphologischen und morphometrischen Analyse konnten die Veränderungen 
von Keratozytensubpopulationen bei bullöser Keratopathie mit den Daten von gesunden 
Hornhauttrepanaten verglichen werden. 
Die Keratozytenparameter (Zelldichte, Zellgröße, Zellvolumen, Zelloberfläche, Volumen-
dichte, Zellformfaktor) wurden mit dem Programm Voxel-Math® (Noran Instruments) mit 
Hilfe des Computers Indigo 2 high impact (Silicon Graphics Inc.) berechnet. Anhand der 
morphometrischen Parameter konnten Veränderungen in der anterioren, zentralen und 
posterioren Keratozytensubpopulation dargestellt und verglichen werden.  
In der quantitativen Analyse wurden folgende Messparameter berücksichtigt: Zellvolumen 
(= mittleres Keratozytenvolumen im gescannten Hornhautgewebe unter Berücksichtigung 
der Zellausläufer), Zelloberfläche (= mittlere gemessene Keratozytenoberfläche im ge-
scannten Korneagewebe), Zelldichte (= manuell ausgezählte Keratozytenzellzahl im ge-
scannten Hornhautgewebe) sowie Volumendichte (= Verhältnis von Zellvolumen zu ge-
scanntem Hornhautvolumen in Prozent). Als weiterer Vergleichsparameter diente der Quo-
tient aus Länge und Breite des Zellkörpers, welcher als „Zellformfaktor“ (= shape factor) 
definiert wurde. Dieser Faktor erlaubte es, einen Messparameter für die Größenausdehnung 
sowie auch ein Maß für die Zellform zu erhalten. 
Die statistische Auswertung der Messdaten wurde mit dem Programm SPSS (Version 
14.0) durchgeführt. Die Normalverteilung der einzelnen Parameter eines Keratozytenkol-
lektivs wurde mit dem Kolmogorov-Smirnov-Test überprüft.  
Die gewonnenen Messdaten bei der bullösen Keratopathie wurden mit den Daten von ge-
sunder Hornhaut verglichen. Dabei dienten die Ergebnisse der Untersuchung von Hahnel et 
al. 2000 als gesunde Kontrollgruppe. Zum Vergleich von Größe und Volumen kranker und 
gesunder Zellen wurde der Z-Test bzw. T-Test auf die Messdaten angewendet. Für die 
Messreihen der gesunden sowie der kranken Zellen wurden für die Messungen analoge 





Methoden verwendet. Für die Teststatistik wird somit von gleichen Fehlerquellen ausge-
gangen. Für die Fehlerabweichung wurde daher die Normalverteilungsannahme mit glei-
cher Varianz für gesunde und kranke Zellen getroffen. 






5.1.  Humane Hornhauttrepanate 
Von 12 Patienten mit dem klinischen Erscheinungsbild der bullösen Keratopathie wurden 
die Hornhäute untersucht. Anschließend wurde die morphologische sowie morphometri-
sche Analyse mit den Ergebnissen der gesunden Hornhaut gegenüber gestellt.  
5.2. Fluoreszenzmikroskopie als Nachweis der Hornhaut-Vitalität 
Die Fluoreszenzmikroskopie dient als Nachweis für die Vitalität von untersuchtem kornea-
lem Gewebe. Durch die Zytoplasmafärbung mittels Calcein erscheinen die vitalen Kerato-
zyten mit den entsprechenden Zellausläufern grün. Avitale Zellen weisen eine rote Kern-
fluoreszenz auf, welche durch Anfärbung der Kern-DNA durch das Ethidium-Homodimer-
1 hervorgerufen wird (Abbildung 5-1). 
Durch diese Vitalitätsprüfung konnte nur in einem Fall eine Ethidium-Homodimer-1-
positive Darstellung (entsprechend avitalem Gewebe) dokumentiert werden. Dieser Einzel-
fall wurde nicht in die weitere Analyse des Keratozytennetzwerkes einbezogen. 
Abbildung 5-1: Darstellung von vitalen (grüne Fluores-
zenz) und avitalen Keratozyten (rote Fluoreszenz) im 
posterioren Stroma (Wasserimmersionsobjektiv 40x/1,2 
NA) 
25µm 





5.3. Zellmorphologie bei bullöser Keratopathie in der Fluoreszenzmik-
roskopie 
Wie bei der Untersuchung der gesunden Hornhaut (Hahnel et al. 2000) konnten auch bei 
den Hornhauttrepanaten mit bullöser Keratopathie eindeutig drei korneale Stromabereiche 
differenziert werden: ein anteriorer, zentraler sowie posteriorer Bereich mit den jeweiligen 
charakteristischen Keratozytensubpopulationen. Zwischen diesen drei Stromaanteilen stell-
ten sich Übergangszonen dar, in denen die Zellmorphologie der Keratozyten von der einen 
Subpopulation in die benachbarte überging. Eindeutige Grenzen zwischen den drei Stro-
maschichten konnten nicht definiert werden.  
Die folgende Ausführungen bezieht sich auf die charakteristischen Zellbereiche der ver-
schiedenen Stromaschichten von Hornhäuten mit bullöser Keratopathie. 
5.3.1. Anteriores Stroma 
Das anteriore Stroma wird durch die Bowman-Membran vom Hornhautepithel abgegrenzt. 
Diese Keratozytensubpopulation besteht morphologisch aus einem dichten Keratozyten-
netzwerk mit irregulär geformten Zellen. Diese weisen zahlreiche, zum Teil weit ausladen-
de Fortsätze auf. Häufig teilen sich diese Zellen noch vor dem Kontakt mit den benachbar-
ten Zellausläufern und verbinden die Keratozyten miteinander (Abbildung 5-2). Bei eini-
gen Präparaten war nur im Bereich der Epithelzellschicht und an den Schnitträndern eine 
intensiv rote Kernfluoreszenz infolge der Ethidium-Homodimer-1-Färbung sichtbar. Diese 
Gewebebereiche entsprechen geschädigtem Keratozytennetzwerk. In den weiter untersuch-
ten stromalen Anteilen konnten keine avitalen Keratozyten nachgewiesen werden.  






5.3.2. Zentrales Stroma 
Im zentralen Stroma, einem Bereich zwischen 200 µm bis 400 µm vom Epithelium ent-
fernt, konnten außer im Randschnittbereich keine avitalen Keratozyten gefunden werden. 
Die deutlich sichtbaren langen Zellausläufer der Keratozyten verzweigen sich kaum und 
sind in ihrer Form gleichartig (Abbildung 5-3).  
 
 
Abbildung 5-3: Darstellung vitaler Keratozyten im 
zentralen Stroma (Wasserimmersionsobjektiv 
40x/1,2 NA) 
Abbildung 5-2: Darstellung der Keratozytensubpo-
pulation im anterioren Stroma (Fluoreszenzobjektiv 
20x/0,4 NA. 





5.3.3. Posteriores Stroma 
Im posterioren Stromabereich wurden zentral ebenfalls keine avitalen Keratozyten nach-
gewiesen. Lediglich an den Schnitträndern der Präparate waren avitale Keratozyten sicht-
bar. Die posteriore Keratozytensubpopulation wies einen kompakten, elliptischen Zellkör-
per mit langen, meist unverzweigten Fortsätzen auf (Abbildung 5-4). Wenige Zelllagen 
von der Descemet-Membran entfernt konnten parallel angeordnete, „mikadoartige“ Zell-
fortsätze gefunden werden (Abbildung 5-5).  
 
 
5.4. Zellmorphologie bei konfokaler Lasercanning-Fluoreszenz-
Mikroskopie 
Durch die „einfache“ Fluoreszenz-Mikroskopie (siehe Kapitel 5.2, 5.3) werden fluoreszie-
rende Zellen dargestellt, die je nach Stärke der Fluoreszenz der einzelnen Zelle andere Zel-
len bzw. Zellschichten überstrahlen und so Summationseffekte auslösen können. Im Ge-
gensatz dazu ermöglicht die konfokale Laserscanning-Fluoreszenz-Mikroskopie die ge-
naue Betrachtung der verschiedenen Stromaschichten des Keratozytennetzwerkes, da die 
Intensität der Fluoreszenz bei dieser Darstellung unabhängig von der Stromatiefe gleich-
bleibend ist. 
Abbildung 5-4: Darstellung vitaler Keratozyten im 
posterioren Stroma (Wasserimmersionsobjektiv 
40x/1,2 NA) 
Abbildung 5-5: Posteriore Keratozytensubpopulati-
on nur wenige Zelllagen von der Descemet-Mem-
bran entfernt (Wasserimmersionsobjektiv 20x/0,4 
NA) 





Das konfokale Laserscanning-Fluoreszenz-Mikroskop erlaubte hochauflösende, detaillierte 
Aufnahmen, die für eine genaue Betrachtung der Keratozytensubpopulationen bei bullöser 
Keratopathie und Beurteilung der Morphologie der Zellen in den einzelnen Stromaschich-
ten erforderlich ist.  
 
5.4.1. Anteriores Stroma 
Die Keratozyten im anterioren Stroma bilden ein charakteristisches Netzwerk von irregulär 
geformten Zellen. Diese wiesen multiple, sich verzweigende Fortsätze auf.  
Durch die intensive Fluoreszenz sowie die ödematöse Verquellung der Kornea bei der bul-
lösen Keratopathie konnten die Zellgrenzen bei dieser Keratozytensubpopulation nicht 
immer sicher definiert werden (Abbildung 5-6). In Abbildung 5-7 wird ein charakteristi-
scher Keratozyt aus dem anterioren Stromabereich schematisch dargestellt. 
 
  
Abbildung 5-6: Darstellung des Keratozytennetz-
werkes im anterioren Stroma (Wasserimmersions-
objektiv 20x/1,2 NA. Der Messbalken entspricht 
50 µm). 
Abbildung 5-7: Graphische Darstellung eines 
Keratozyten im anterioren Stroma bei bullöser 
Keratopathie. 
 
25 µm 50 µm 





5.4.2. Zentrales Stroma 
Den größten Volumenanteil des Stromas nehmen die charakteristischen triangulär geform-
ten Keratozyten im zentralen Stromabereich ein. Die pyramidenförmigen Zellkörper gren-
zen sich von der umgebenden Matrix kontrastreich ab. Diese Keratozytensubpopulation 
weist lange, sehr dünne Zellausläufer auf, die meist unverzweigt die Nachbarzellen berüh-
ren (Abbildung 5-8). 
In Abbildung 5-9 wird ein einzelner, charakteristischer Keratozyt aus dem zentralen Stro-
mabereich dargestellt.  
 
 
5.4.3. Posteriores Stroma 
Einige Zelllagen von der Descemet-Membran entfernt ließ sich im posterioren Stroma ein 
Keratozytennetzwerk von homogen fluoreszierenden Zellen darstellen. Die Zelldichte er-
schien hier geringer als im anterioren und zentralen Stroma. Bei dieser Keratozytensubpo-
pulation erkennt man irregulär geformte, elliptische Zellen, die einen kompakten Zellkör-
per aufweisen (Abbildung 5-10).  
Abbildung 5-8: Darstellung der Keratozytensubpo-
pulation im zentralen Stroma. (Wasserimmersions-
objektiv 20x/1,2 NA. Der Messbalken entspricht 
50 µm). 
Abbildung 5-9: Graphische Darstellung eines typi-
schen Keratozyten im zentralen Stroma bei bullöser 
Keratopathie. Der Messbalken entspricht 25 µm. 
25µm 






Die langen, dünnen Zellausläufer sind meist unverzweigt und bilden ein lockeres Netz-
werk. In den ersten Zelllagen dicht an der Descemet-Membran sind die Zellausläufer zum 
Teil parallel angeordnet und erscheinen „mikadoartig“ (Abbildung 5-11). 
 
Die schematische Darstellung eines charakteristischen Keratozyten aus dem posterioren 
Stromabereich ist in (Abbildung 5-12) dargestellt. 
Abbildung 5-11: Darstellung der posterioren 
Keratozytensubpopulation wenige Zelllagen von 
der Descemet-Membran entfernt. (Wasserimmer-
sionsobjektiv 60x/1,2 NA)  
Abbildung 5-12: Graphische Darstellung eines Ke-
ratozyten im posterioren Stroma bei bullöser Kera-
topathie mit den deutlich erkennbaren, dünnen, 
meist unverzweigten Zellausläufern.  
25µm 
Abbildung 5-10: Darstellung der Keratozytensub-
population im posterioren Stroma. (Wasserimmer-
sionsobjektiv 60x/1,2 NA)  
 





5.5. Morphometrischer Vergleich der bullösen Keratopathie nach 
Fuchs’scher Endotheldystrophie versus postoperativer Entstehung 
Es wurde überprüft, ob die zwei unterschiedlichen pathogenetischen Vorgänge, die zum 
Erscheinungsbild der bullösen Keratopathie führen, strukturelle beziehungsweise 
morphometrische Unterschiede der Keratozyten aufweisen. Dazu wurde das 
Patientenkollektiv mit der Fuchs’schen Endotheldystrophie als Grunderkrankung mit einer 
Patientengruppe verglichen, deren bullöse Keratopathie nach Kataraktoperation entstanden 
war (Tabelle 5-1).  
Um die deskriptive Morphologie quantitativ zu erfassen, wurde die Längen- und Breiten-
ausdehnung der Keratozyten bei bullöser Keratopathie nach Kataraktoperation und bei 
Fuchs’schen Endotheldystrophie gemessen und verglichen. Die Zellzahlen in den gemes-
senen Korneabereichen wurden manuell ausgezählt. Als weiterer Vergleichsparameter 
diente der Quotient aus Zelllänge und –breite, welcher als „Zellformfaktor“ (= Shape fac-
tor) bezeichnet wird. Um möglichst vergleichbare Daten zu erhalten, wurde die Vorge-
hensweise der Zellvermessung analog zu den Zellmessungen von Hahnel et al. 2000 ge-
wählt. 
In Tabelle 5-1 werden die entsprechenden Messwerte zusammengefasst:  
Tabelle 5-1 Längen- und Breitenausdehnung der Keratozyten bei der bullösen Keratopa-
thie nach Kataraktoperation und bei Fuchs’scher Endotheldystrophie in den verschiedenen 
Stromaschichten. 
 
 Anteriores Stroma Zentrales Stroma Posteriores Stroma 
 Kat.OP Fuchs Kat.OP Fuchs Kat.OP Fuchs  
 (n = 45) (n = 38) (n = 118) (n = 26) (n = 167) (n = 125) 
Länge [μm] 21,8 ± 2,8 21,0 ± 2,4 26,0 ± 3,3 25,2 ± 3,3 27,6 ± 4,7 26,3 ± 3,9 
Signifikanz              p = 0,06                             p = 0,06                              p ≤ 0,05 
Breite [μm] 10,9 ± 1,7 11,0 ± 1,7 11,9 ± 2,5 11,8 ± 2,0 12,3 ± 2,1 12,0 ± 2,0 
Signifikanz              p = 0,88                             p = 0,64                              p = 0,27 
Shape   2,1 ± 0,6 2,1 ± 0,7   2,4 ± 0,7   2,5 ± 1,0   2,3 ± 0,6   2,3 ± 0,5 
Signifikanz              p = 0,23                             p = 0,61                              p = 0,93 
„Shape“ steht für den Zellformfaktor, der sich aus dem Quotienten aus Längen- und Breitenausdehnung berechnet. 
(n = Anzahl vermessener Keratozyten)  





Bei der Unterscheidung bezüglich der pathogenetisch unterschiedlichen bullösen Keratopa-
thien konnten keine signifikanten morphometrischen Unterschiede gefunden werden. Die 
Berechnungen wurden für den Breiten- und den Zellformvergleich in allen drei Stroma-
schichten mit Hilfe des Z-Tests für unabhängige Stichproben durchgeführt (SPSS 14,0 für 
Windows). Die Werte der einzelnen statistischen Berechnungen dazu werden im Anhang 
dargestellt (Tabelle 11-1 bis 11-6). 
Auch morphologisch konnten keine Unterschiede zwischen diesen zwei Populationen ge-
funden werden. Daher werden im Folgenden diese Krankheitsbilder in einer Gruppe „bul-
löse Keratopathie“ zusammengefasst. Zu einem späteren Zeitpunkt wird diese pathologi-
sche Gruppe mit Hornhäuten eines gesunden Patientenkollektivs verglichen. 
 
5.5.1. Zelllänge 
Die mittlere Zelllänge der Keratozyten bei den untersuchten Proben nahm kontinuierlich 
von anterior über zentral nach posterior zu (anterior: 21,8 µm ± 4,2 µm; zentral: 25,4 µm 
± 5,4 µm; posterior: 27,1 µm ± 4,8 µm). In Bezug zum anterioren Stroma entsprach die 
Längenzunahme im posterioren Stroma + 24,2 % (p = 0,06). Zur zentralen Keratozyten-
subpopulation war nur eine weitere Zunahme der Länge um + 7,8 % (p = 0,19) zu 
verzeichnen (Abbildung 5-13).  
 
 
Abbildung 5-13: Mittlere Zelllängen der Keratozy-
ten in den drei Keratozytensubpopulationen. 






Auch die Zellbreite nahm von anterior nach posterior stetig zu (anterior: 11,0 µm 
± 2,5 µm; zentral: 11,6 µm ± 2,7 µm; posterior: 12,2 µm ± 2,2 µm). Im Vergleich zum 
anterioren Stroma betrug die Breitenzunahme der zentralen Stromazellen 5,5 % (p = 0,01). 
Die posteriore Keratozytensubpopulation nahm um 11,5 % (p = 0,57) im Vergleich zum 





Der Zellformfaktor (Länge/Breite) war im anterioren Stromabereich mit dem Quotient 2,1 
± 0,6 (n = 81) am geringsten. Im zentralen Stromabereich nahm der Faktor auf 2,4 ± 0,8 
(n = 142) zu. Dies entspricht einem Anstieg um 13,9 % (p = 0,15) gegenüber dem anterio-
ren Stroma. Das bedeutet, dass in diesem Stromabereich die Keratozyten im Verhältnis zu 
den Keratozytenpopulationen im anterioren Stroma länglicher waren.  
Im posterioren Stroma ergab sich für die Quantifizierung der Zellform ein Faktor von 2,3 ± 
0,6 (n = 290). Dies entsprach einer Zunahme um 9,6 % (p = 0,54) im Vergleich zu den 
Keratozyten des anterioren Stromas, jedoch einer Abnahme des Zellformfaktors zur zentra-
len Zellpopulation um 3,8 % (p = 0,01). Die Zellform war im posterioren Stroma im Ver-
gleich zur anterioren Keratozytensubpopulation mehr in die Länge gezogen, jedoch in Be-
Abbildung 5-14: Mittlere Zellbreite vom anterioren 
zum posterioren Stroma. 









Im anterioren Stroma wurde ein mittleres Zellvolumen der einzelnen Keratozyten von 5,5 
x 103 µm3 (± 1,3 x 103 µm3) bestimmt (n = 191) (Abbildung 5-16). 
 
 
Bei der zentralen Keratozytensubpopulation war das geringste Zellvolumen zu messen. 
Dieses betrug lediglich 5,0 x 103 µm3 (Mittelwert der Zellvolumina; SD ± 1,5 x 103 µm3; 
n = 260) (Abbildung 5-16). Dies entspricht einer Reduktion um 8,8 % (p = 0,1) im Ver-
gleich zur anterioren Zellpopulation. 
Abbildung 5-16: Darstellung des mittleren Zellvolu-
mens eines Keratozyten im entsprechenden Stroma. 
Abbildung 5-15: Darstellung desZellformfaktors der 
drei Keratozytensubpopulationen.  





Nach einer leichten Reduktion des Zellvolumens von anterior nach zentral nahm dieses im 
posterioren Stroma stark zu. Das Volumen betrug 11,7 x 103 µm3 (SD ± 3,5 x 103 µm3; 
n = 277) und war somit das größte gemessene Zellvolumen der drei Keratozytensubpopula-
tionen (Abbildung 5-16). Daraus ergab sich im posterioren Stromabereich eine Zellvolu-
menvergrößerung um 12,1 % (p ≤ 0,001) zum anterioren Stroma. 
5.5.5. Volumendichte 
Im anterioren Stroma wurde ein mittleres Zellvolumen des einzelnen Keratozyten von 5,5 
x 103 µm3 (SD ± 1,3 x 103 µm3; n = 191) bestimmt (Abbildung 5-16). Daraus ergab sich 
eine Volumendichte von 9,9 ± 2,6 % pro 106 µm3 Hornhautvolumen (Abbildung 5-17). 
Zentral war eine durchschnittliche Volumendichte von 8,6 ± 2,4 % (n = 260) zu messen. 
Die Volumendichte in diesem Stromabereich war am geringsten. Diese war um 13,9 % 




Bei der Zellpopulation im posterioren Stromabereich war die Volumendichte am größten 
und betrug 15,0 ± 5,6 % pro 106 µm3 Hornhaut (Abbildung 5-17). Das entspricht einer 
Dichteerhöhung um 50,9 % (p ≤ 0,001) im Vergleich zum anterioren Stroma und zur zent-
ralen Volumendichte um 79,8 % (p = ≤ 0,001). 
 
Abbildung 5-17: Darstellung der Summe der Zell-
volumina pro 106 µm3 Hornhaut (in Prozenten).  






Die gemessene Zelloberfläche betrug im anterioren Stromabereich 6,5 x 103 µm2 mit einer 
Standardabweichung von ± 1,7 x 103 µm2 (n = 191) (Abbildung 5-18). 
Im zentralen Stromabereich betrug die mittlere Zelloberfläche 4,1 x 103 µm2 (SD ± 1,6 x 
103 µm2; n = 260) (Abbildung 5-18). In Relation zur anterioren Keratozytensubpopulation 
entsprach dieser Wert einer signifikanten Reduktion um 36,4 % (p < 0,001). 
In der posterioren Keratozytensubpopulation betrug die Keratozytenoberfläche 6,5 x 
103 µm2 (SD ± 2,5 x 103 µm2; n = 277) (Abbildung 5-18). Dies entspricht einer geringen 
Zunahme der Zelloberfläche von 1,1 % (p = 0,7) im Vergleich zur anterioren 




Abbildung 5-18: Darstellung der mittleren Zell-
oberflächen der drei Keratozytensubpopulationen. 






Die Zelldichte nimmt stetig von anterior nach posterior ab und war somit bei der anterioren 
Keratozytensubpopulation am dichtesten zu messen. Im subepithelialen Bereich, also im 
anterioren Stroma, betrug die Keratozytendichte 18,1 Zellen pro 106 µm3 (SD ± 2,4; 
n = 191) (Abbildung 5-19).  
Gegenüber dem anterioren Stroma entspricht die Reduktion der zentralen Kerato-
zytendichte 5 % (p = 0,06). Die Keratozytendichte vom anterioren zum posterioren Bereich 
nimmt sogar um 26,1 % (p ≤ 0,001) ab. Die Zelldichte nimmt von der zentralen zur 
posterioren Keratozytensubpopulation um 22,4 % (p = ≤ 0,001) ab und beträgt noch 13,4 
Zellen pro 106 µm3 Hornhaut (SD ± 3,7; n = 277). Im zentralen Stroma war die Zelldichte 
nur um 4,8 % (p = 0,06) geringer als im anterioren Stromabereich zu messen und betrug 







Die Differenzen zwischen den oben genannten Zelldichten und Volumendichten bei der 
bullösen Keratopathie spiegeln die Unterschiede der Keratozytenmorphologie zwischen 
den drei Stromaschichten wieder.  
Abbildung 5-19: Darstellung der mittleren Zelldich-
ten (Anzahl Zellen pro 106 µm3 Hornhaut) in den 
drei Keratozytensubpopulationen. 





Die Zelldichte vermindert sich bei der bullösen Keratopathie stetig in der z-Achse von an-
terior über die zentrale zur posterioren Keratozytensubpopulation. Als Ausgangswerte 
werden die Zell- und Volumendichte im anterioren Stromabereich auf 100 % normiert. Die 
Zelldichte im zentralen Bereich nimmt um 5 % (p = 0,06) auf 95 % ab. Vom zentralen zum 
posterioren Bereich reduziert sich die Zelldichte um weitere 22,4 % (p ≤ 0,001) auf 74 % 
des Ausgangswertes (Abbildung 5-20). 
Die Volumendichte nahm von anterior (ebenfalls mit 100 % angegeben) zum zentralen 
Stroma auf 87 % (p = 0,89) ab. Weiter in Richtung der Descemet Membran, also im poste-
rioren Stromabereich, nahm die Volumendichte um über fünfzig Prozent zu, bis zu 152 % 
(p ≤ 0,001) des anterioren Stromas (Abbildung 5-20).  
 
 








  anterior                   zentral                  posterior     
Abbildung 5-20: Vergleich der Zelldichte (Anzahl 
Keratozyten / gescanntes Volumen) und Volumen-
dichte (Zellvolumen / gescanntes Volumen in den 
drei Stromaschichten; anteriores Stroma = 100 %). 






6.1. Vorteile der vitalen Doppelfärbung und der konfokalen Mikroskopie/ 
Diskussion der Methodik 
Zur Visualisierung der Keratozyten wurde der LIVE/DEAD-Kit benutzt, ein Vitalfarb-
stoff-Assay von Molecular Probes (Poole CA et al. 1993). Die Anwendung der simultanen 
Applikation von Calcein-AM und Ethidium-Homodimer-1 bei Raumtemperatur ermöglich-
te eine Differenzierung von vitalen und avitalen Zellen. Die beiden Substanzen können 
durch die unterschiedlichen Wellenlängen der Emission eindeutig voneinander unterschie-
den werden (siehe Kapitel 4.2.). 
Die Hintergrundfluoreszenz von Calcein-AM ist sehr gering, da der Vitalfarbstoff erst in 
Wechselwirkung mit den Esterasen der Zellen fluoresziert. Ein weiterer Vorteil von Cal-
cein ist die pH-Unabhängigkeit. Nach Hydrolysierung des Calceins durch unspezifische 
intrazelluläre Esterasen ist das entstandene Polyanion nicht mehr membrangängig, so dass 
ein Austreten des nun fluoreszierenden Calceins aus der Zelle ausgeschlossen ist. Dieses 
etablierte Fluoreszenz-Verfahren ermöglicht die Untersuchung von vitalem Gewebe. Da-
durch lässt sich eine Artefaktbildung der Netzwerkstruktur vermeiden, welche durch die 
histologische Präparation bedingt sein kann. Die Intensität der Fluoreszenz sowie deren 
invasive Verteilung ermöglicht die Echtzeitanalyse von vitalem Gewebe (Hahnel et al. 
1997). 
Die softwaregesteuerte konfokale Laserscanning Fluoreszenzmikroskopie gewährleistet 
eine dreidimensionale Rekonstruktion des untersuchten Keratozytennetzwerkes (Somodi, 
Slowik, Guthoff 1995, Hahnel et al. 1997, Somodi et al. 1997). Diese Visualisierungsme-
thode hat den Vorteil, dass die Zellen nicht nur zweidimensional betrachtet, sondern belie-
big räumlich gedreht werden können. Die Untersuchungen wurden mit unterschiedlichen 
Varianten von Mikroskopen durchgeführt. Die Vorteile der dreidimensionalen Darstellung 
des Keratozytennetzwerkes wurde in anderen Publikationen beschrieben (Morishige et al. 
2012, Schrems-Hoesl et al. 2013, Morishige et al. 2013).  





Die angewendete, hoch entwickelte konfokale in vivo Mikroskopie (Nikon Diaphot 300, 
Noran Odyssey XL) ermöglichte eine reduzierte Streustrahlung im Fokusbereich und damit 
eine gegenüber normaler Fluoreszenzmikroskopie deutlich höhere optische Auflösung. 
Durch die Anwendung dieser Vorgehensweise konnten die durch histologische Präparation 
bedingten Veränderungen und Artefakte der untersuchten Gewebe vermieden werden. 
Die Verwendung von großen Hornhautgewebeblöcken, welche zur besseren mikroskopi-
schen Darstellung in Lamellen geschnitten wurden, ermöglichte die Untersuchung ausge-
dehnter intakter Bereiche des Keratozytennetzwerkes. 
Corbett und Mitarbeiter wiesen jedoch auf zwei Punkte bei der histologischen Analyse mit 
dem konfokalen Mikroskop hin: Einerseits die Gefahr, Artefakte bei der digitalen Bildbe-
arbeitung zu erhalten, andererseits die Schwierigkeit bei der Interpretation von Bildern mit 
komplexen zellulären und extrazellulären Prozessen bei einer kornealen Wundheilung 









6.2. Vergleich der Keratozytensubpopulationen in den unterschiedlichen 
Stromaschichten 
Ziel dieser Arbeit war, die Bestimmung der Morphologie sowie der Morphometrie des 
humanen Keratozytennetzwerkes bei bullöser Keratopathie, um anschließend einen Ver-
gleich mit dem gesunden Keratozytennetzwerk zu ermöglichen. 
Der morphometrische Vergleich der pathologisch veränderten Zellen bei Fuchs’scher En-
dotheldystrophie versus postoperativ entstandener bullöser Keratopathie zeigte keine Un-
terschiede (Tabelle 5-1). Deshalb wurden die Korneae wie auch in anderen Publikationen 
als ein Patientenkollektiv zusammengefasst (Brunette 2011). 
Zur Beurteilung der vitalen Keratozytenmorphologie unter größtmöglicher Vermeidung 
von artifiziellen Veränderungen, wurde die Fluoreszenzmikroskopie sowie die konfokale 
Laser Scanning Fluoreszenzmikroskopie gewählt. Daran anschließend erfolgte eine drei-
dimensionale Rekonstruktion des Keratozytennetzwerkes (Becker et al. 1999, Dorn et al. 
2000).  
Übereinstimmend mit den Ergebnissen von Somodi et al. 1997b, Becker et al. 1998 und 
Hahnel et al. 2000 konnten auch bei der bullösen Keratopathie im Stroma der Kornea drei 
morphologisch differenzierte Keratozytensubpopulationen beschrieben werden. Eine mög-
liche Erklärung der unterschiedlichen Morphologien könnte der Gradient des Sauerstoff-
gehaltes vom Epithel zum Endothel (Leung et al. 2011, Takatori et al. 2012) und somit in 
den korrespondierenden Stromaschichten sein. Diese Sauerstoffversorgung der Hornhaut 
wird durch Diffusion über den Tränenfilm von epithelialer Seite gewährleistet und nimmt 
nach posterior ab. Von endothelialer Seite, also vom Kammerwasser her sowie vom limba-
len Gefäßkranz, gelangt nur ein geringerer Sauerstoffanteil in die Kornea (Sauerstoffparti-
aldruck 30-40 mmHg) (Klyce und Beuerman 1988).  
Möglicherweise spielt auch die Kollagenbildung der extrazellulären Matrix (Michelacci 
2003) eine Rolle bei der Differenzierung der Keratozyten. Sie besitzt eine aktive und 
komplexe Funktion bei der Regulation der Zellen, indem sie deren Entwicklung, Migrati-
on, Proliferation, metabolische Funktion und Gestalt beeinflusst (Jain und Azar 1994).  
 





6.3. Morphologischer Vergleich zwischen bullöser Keratopathie und ge-
sunder Hornhaut 
Trotz der Stromatrübung in den nativen Hornhauttrepanaten konnten bei der konfokalen 
Untersuchung der bullösen Keratopathie bei den Gewebeproben im anterioren und zentra-
len Stroma keine Keratozytenveränderungen dokumentiert werden. Ein Verlust der Abbil-
dungsschärfe in den pathologischen Präparaten konnte ebenfalls nicht verzeichnet werden. 
Bei der bullösen Keratopathie bilden die Keratozyten des anterioren Stromas direkt unter 
der Bowmanschen Membran ein dichtes Netzwerk bis zu einer Hornhauttiefe von etwa 
150 µm. Diese Hornhautzellen sind morphologisch gleich zur Gruppe der gesunden 
Kornea: unregelmäßig geformte Zellkörper mit vielen Fortsätzen, welche breitbasig am 
Zellkörper ansetzen. Diese Zellausläufer verzweigen sich zum Teil über weite Distanzen. 
Strukturelle Unterschiede der Keratozyten zur gesunden Hornhaut konnten nicht 
festgestellt werden. 
Im zentralen Stromabereich der pathologisch veränderten Präparate, welche in einer Horn-
hauttiefe von 150 µm bis 350 µm von der Bowmanschen Membran entfernt in der z-Achse 
gemessen wurden, weisen die Keratozyten lange, feine Ausläufer auf. Diese sind nur selten 
verzweigt. Die Zellkörper sind charakteristisch triangulär geformt. Zusammenfassend ist 
für das zentrale Stroma zu dokumentieren, dass bei der Erkrankung der bullösen Keratopa-
thie in diesem Stromaabschnitt keine morphologischen Keratozytenveränderungen zur ge-
sunden Kornea nachgewiesen werden konnten. 
Hingegen sind im posterioren Stroma ausgeprägte morphologische zelluläre Veränderun-
gen zu sehen. Im Gegensatz zu der in dieser Keratozytensubpopulation beschriebenen 
triangulären Zellkörpern bei gesunder Kornea (Somodi et al. 1997b, Hahnel et al. 2000), 
sind bei der bullösen Keratopathie überwiegend irreguläre, meist elliptisch geformte Kera-
tozyten registriert (siehe Kapitel 5.4.3.). Es zeigen sich keine dicht verzweigten netzartigen 
Strukturen der Zellausläufer, wie es bei der gesunden Hornhaut beschrieben wurde (Hahnel 
et al. 2000), sondern nur noch rarefizierte lange und dünne, meist unverzweigte Zellausläu-
fer (Dorn et al. 2000). Dicht an die Descemet Membran angrenzende Zellschichten weisen 
teils lange, dünne, teilweise parallel verlaufende Zellausläufer auf. Diese Strukturen wer-





den von Morishige und Mitarbeiter 2012 als lange parallele Kollagenfasern interpretiert. 
Mit den hochauflösenden optischen Schnitten des konfokalen Laser Scanning Fluoreszenz 
Mikroskops konnte deutlich gezeigt werden, dass im Gegensatz zur gesunden Kornea 
(Hahnel C et al. 2000), eine deutliche Rarefizierung der netzartigen Verzweigungen zu 
verzeichnen war. 
Eine mögliche Erklärung, warum die morphologischen Veränderungen ausschließlich im 
posterioren Stroma auftreten, kann bei der primären Degeneration / Dekompensation des 
anatomisch angrenzenden Endothels zu finden sein. Auf dieses Erklärungsmodell wird 
detailliert in Kapitel 6.4. eingegangen. Schrems-Hoesl und Mitarbeiter konnten 2013 zei-
gen, dass bei diesem pathologisch veränderten Korneae die Endothelzelldichte signifikant 
abnimmt und konsekutiv auch eine Änderung der Keratozytendichte im posterioren Stro-
mabereich zu messen ist. 
 





6.4. Morphometrischer Vergleich zur gesunden Kornea 
Bei den pathologisch veränderten Keratozyten zeigten sich starke Unterschiede im Bezug 
auf das Zellvolumen von gesunden Zellen. Diese subjektiv festgestellte Abweichung wur-
de anhand der ausgewerteten Daten auf statistische Signifikanz überprüft. Dazu wurde der 
Z-Test bzw. der ungepaarte T-Test auf die Messdaten angewendet. Für die Messungen der 
pathologisch veränderten Keratozyten wurden analoge Methoden wie bei der gesunden 
Kornea angewendet. Dadurch konnte eine gute Vergleichbarkeit der Messungen geschaf-
fen werden. Die Testvoraussetzungen bezüglich den untersuchten Daten, unter anderem die 
Normalverteilung der Grundgesamtheiten, wurden mit dem Programm SPSS überprüft.  
Um die morphometrischen Vergleiche mit den Daten der Keratozytensubpopulationen von 
gesunden Hornhäuten durchzuführen, wurden die Daten von Hahnel et al. 2000 verwendet. 
Bei der quantitativen Analyse des mittleren Zellvolumens im anterioren Stroma pro Ku-
bikmikrometer Hornhautvolumen, zeigte sich mit 5503 µm3 kein signifikanter Unterschied 
(p = 0.3) zum Keratozytenvolumen des gesunden Patientenkollektives (5400 µm3). Diese 
geringfügige Volumenzunahme entspricht lediglich einer Größenzunahme von 1.9 % im 
Vergleich zur gesunden Hornhaut. Die Balkendiagramme der erkrankten Zellen bei bullö-
ser Keratopathie werden homogen einfarbig dargestellt. Die Darstellung der gesunden 
Hornhaut zeigen die schraffierten Balken (Abbildung 6-1). Die Vergleichswerte der ge-
sunden Kornea wurden von der Arbeit von Hahnel et al. (2000) übernommen. 










Abbildung 6-1: Darstellung des mittleren Zellvo-
lumens der drei Keratozytensubpopulationen bei 
bullöser Keratopathie (homogene Einfärbung) und 
gesunder Hornhaut (schraffierte Einfärbung). 
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Die Keratozytensubpopulationen des zentralen Stromabereichs unterschieden sich im mitt-
leren Zellvolumen ebenfalls nicht signifikant von der gesunden Hornhaut (zentral: p = 0.4).  
Das durchschnittliche Zellvolumen nahm nach zentral in Bezug zum anterioren Stroma ab 
und entsprach den Messdaten der gesunden Kornea (0.4 % größer als das zentrale Kerato-
zytenvolumen bei gesunder Hornhaut). Eine mögliche Erklärung, warum die Zellvolumina 
bei diesen Keratozytensubpopulationen im anterioren sowie im zentralen Stroma zur ge-
sunden Kornea konstant bleiben, könnte aus der nur geringgradigen Veränderung des 
Sauerstoffpartialdruckes in den anterioren Korneabereichen resultieren (Leung et al. 2011). 
Im posterioren Stroma hingegen war ein hoch signifikanter Volumenzuwachs im Vergleich 
zur anterioren und zentralen Keratozytensubpopulation zu messen (p < 0.001). Dieser mitt-
lere Zellvolumenanstieg war jedoch im Vergleich zur gesunden Hornhaut geringer ausge-
prägt. Das Zellvolumen im posterioren Stroma betrug bei bullöser Keratopathie 
11670 µm3. Im Vergleich zum gesunden Patientenkollektiv entsprach dies einer Reduktion 
des Zellvolumens um 19 % (Abbildung 6-1). 
Eine Erklärung für die Abnahme des Zellvolumens ist die Rarefizierung der Zellausläufer. 
Ebenfalls wird die Verkleinerung des Zellkörpers durch die Reduktion des durchschnittli-
chen Zellvolumens im posterioren Stroma verursacht, wie sie genauer in Kapitel 5.3.3. und 
Kapitel 5.4.3. beschrieben wird. 
Bei der quantitativen Analyse der Zelldichte zeigte sich, dass diese von anterior nach po-
sterior abnimmt. Sie verringerte sich jedoch bei der bullösen Keratopathie nicht in dem 
Ausmaß, wie bei der gesunden Hornhaut (Hahnel et al. 2000). Die höchste Zelldichte wur-
de wenige Zelllagen von der Bowmanschen Membran entfernt gemessen (18.1 Zel-
len/106 µm3, Abbildung 6-2). In den tieferen Stromaschichten nimmt die Zelldichte stetig 
über zentral (17.2 Zellen/106 µm3, Abbildung 6-2) nach posterior (13.4 Zellen/106 µm3, 
Abbildung 6-2) ab. Die größte Differenz der Zelldichte von der pathologisch veränderten 
Hornhaut zum gesunden Patientenkollektiv trat im anterioren Stromabereich auf. Ursache 
für die unterschiedlichen Zelldichten können die physikalischen Kräfte oder eine Horn-
hautdehydratation sein (Reim 1992). Bei der bullösen Keratopathie tritt eine Stromaquel-
lung, also Hydratation auf und verursacht dadurch eine relative Reduktion der Zelldichte. 
Møller-Pedersen und Ehlers (1995) berechneten die Keratozytendichte in Stromaproben 





verschiedener gesunder humaner Hornhäuten mit Hilfe des DNA-Gehaltes. Dabei fanden 
sie subendothelial eine etwa 30 % geringere Zelldichte als in den subepithelialen Stroma-
bereichen. Diese Resultate konnten auch von anderen Arbeitsgruppen mittels anderen Un-
tersuchungsverfahren bestätigt werden (Prydal et al. 1998, Hahnel 2000, Schrems-Hoel et 
al. 2013). Bei der bullösen Keratopathie zeigte sich korrespondierend eine kontinuierliche 
Abnahme der Keratozytendichte im anteroposterioren Verlauf um 26 % von der anterioren 
zur posterioren Keratozytensubpopulation.  
 
Werden die Zelldichten in den einzelnen Stromaschichten isoliert betrachtet, so zeigt sich 
bezügliche der gesunden Kornea in allen Keratozytensubpopulationen eine Reduktion der 
Zelldichte (Abbildung 6-2). Wie auch Ljubimov et al. 1998 gezeigt haben, wird von uns 
bei der bullösen Keratopathie im Vergleich zur gesunden Hornhaut eine verminderte Zell-
zahl registriert. Die größte Reduktion der Zelldichte ist im Bereich der anterioren Kerato-
zytensubpopulation mit 31.6 % pro 106 µm3 (p < 0.001) zu verzeichnen (Abbildung 6-2). 
Im zentralen Stroma der bullösen Keratopathie beträgt die Reduktion der Zelldichte 6.8 % 
und nahe der Descemet Membran 5.1 %. Die stärkere Abnahme der Zelldichte im anterio-
ren Stroma bei der bullösen Keratopathie kann durch eine ausgeprägtere ödematöse Ver-
quellung in diesem Stromabereich verursacht sein. Die Gründe hierfür könnten in den Un-
terschieden der interzellulären Ultrastruktur der einzelnen Stromaschichten liegen (Akhtar 





























Abbildung 6-2: Darstellung der Zelldichte (Anzahl 
Zellen pro 106 μm3 Hornhaut) in der anterioren, zen-
tralen und posterioren Stromaschicht. (Vergleich 
von bullöser Keratopathie = homogene Farbe und 
gesunder Hornhaut = schraffierte Balken). 
 bullös gesund                bullös   gesund                bullös   gesund    





Stromabereich die Struktur der Kollagenlamellen am ausgeprägtesten verändert sind (Mo-
rishige et al. 2013). Dies kann ebenfalls resultierend einen Einfluss auf die Zelldichte in 
diesem Hornhautbereich haben. 
Da in allen drei Stromaschichten nur vitale Areale untersucht wurden, kann die zelluläre 
Dichtereduktion infolge eines möglichen Zellunterganges nach Trepanatentnahme ausge-
schlossen werden.  
Ein Erklärungsmodell für die effektive stromale Keratozytenreduktion bei bullöser Kerato-
pathie könnte ein allmählicher Zelluntergang während der Progression dieser Erkrankung 
sein. Im Widerspruch zu einer Kausalität der Degeneration der Keratozyten wäre, dass in 
unseren Untersuchungen eingehend darauf geachtet wurde, mit der vitalen Tandem-
Färbung nur vitale Korneabereiche zu erfassen. 
Um mehr über die morphologischen Veränderungen der einzelnen Keratozyten aussagen 
zu können, haben wir ergänzend zur Zelldichte die Berechnung der Volumendichte vorge-
nommen. Durch die Volumendichte wird der ergänzende Faktor der Zellform mitberück-
sichtigt.  
Bei der bullösen Keratopathie nimmt die Volumendichte, also das gesamte Zellvolumen im 
Vergleich zum Hornhautvolumen (Zellvolumen pro 106 µm3 Hornhaut), vom anterioren 
zum zentralen Stromabereich ab. Wenn die Volumendichte vom anterioren Stroma als Re-
ferenzwert mit 100 % definiert wird, entspricht das einer Reduktion um 14 % (p = 0,9) 
(Abbildung 6-3). Weiter zu den posterioren Korneaarealen nimmt die Volumendichte wie-
der stark zu mit einer Signifikanz von p < 0.001. Wenn diese Volumendichte wieder mit 
dem anterioren Bereich als 100 % verglichen wird, entspricht das einer Zunahme um 51 % 
(p ≤ 0,001). 
Die Veränderung der Volumendichte der bullösen Keratopathie im Vergleich mit der ge-
sunden Kornea, entspricht einer Abnahme der Volumendichte im anterioren Stroma um 
2.6 %. Im zentralen Stroma ist die Volumendichte im Vergleich zur gesunden Hornhaut 
um signifikante 8.2 % (p = 0.002) vermindert und bei der posterioren Keratozytensubpopu-
lation um signifikante 12.1 % (p = 0.022) geringer (Abbildung 6-3).  












Abbildung 6-3: Darstellung der Volumendichte 
(gemessenes Zellvolumen pro 106 μm3 Hornhaut) in 
den drei Stromaschichten (Homogene Farbmarkie-
rung = bullöse Keratopahtie, schraffiert = gesunde 
Hornhaut). 
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Die durchschnittlich gemessenen Zelloberflächen im anterioren sowie im zentralen Stroma 
der bullösen Keratopathie unterscheiden sich nicht signifikant von den Keratozytenober-
flächen einer gesunden Hornhaut (anterior: p = 0.4, zentral p = 0.39). Im anterioren Stro-
mabereich wurde eine durchschnittliche Oberfläche von 6459.9 µm2 bei bullöser Keratopa-
thie gemessen. Dies entspricht einer Flächenzunahme von 0.94 % im Vergleich zum ge-
sunden Kollektiv (Abbildung 6-4). Bei der zentralen Keratozytensubpopulation wurde eine 
durchschnittliche Zelloberfläche von 4109.1 µm2 gemessen. Dies entspricht einer Oberflä-
chenvergrößerung um 2.73 %. Im posterioren Stroma, in der Nähe der Descemetschen 
Membran, war die Zelloberfläche bei der bullösen Keratopathie um signifikante 58.56 % 
zur gesunden Hornhaut vermindert (p < 0.001). Diese betrug in diesem Stromabereich 
noch 6532.3 µm2 (Abbildung 6-4). Diese ausgeprägte Reduktion der pathologisch verän-
derten Keratozytenoberfläche resultiert aus der Rarefizierung der netzartigen Zellularfort-




Abbildung 6-4: Darstellung der mittleren Zellober-
fläche [μm2] der drei Keratozytensubpopulationen. 
(Homogene Farbmarkierung = bullöse Kerato-
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Um die morphologischen Veränderungen der Keratozyten quantitativ in Bezug zur gesun-
den Kornea vergleichen zu können, wurde für die deskriptive Analyse der Zellformfaktor 
benutzt. Dieser entspricht dem Quotienten aus der Längenachse (größte Längenausdeh-
nung einer Zelle ohne Zellausläufer) zur senkrecht dazu verlaufenden Breitenachse.  
Die signifikante Veränderung des Zellformfaktors von kranken und gesunden Zellen wurde 
mit dem Z-Test überprüft. Dabei konnte weder für die anteriore (p = 0.39) noch für die 
posteriore (p = 0.3) Keratozytensubpopulation ein signifikanter Unterschied nachgewiesen 
werden. Einzig im zentralen Stromabereich wurde für den Zellformfaktor eine geringe sig-
nifikante Abnahme gemessen (p = 0.08). Dieses Resultat zeigt kürzere Zellausmaße in die-
sem Bereich im Vergleich zur gesunden Hornhaut.  
Die Tatsache, warum im posterioren Stroma keine signifikanten Veränderungen des 
Zellformfaktors gemessen wurden, obwohl dort die deutlichsten morphologischen 
Unterschiede erkannt wurden, lässt sich einfach erklären. Die Veränderungen zeigen 
annähernd proportionale Längen- und Breitenverminderung der Keratozyten. Beide 
Parameter nehmen bei der posterioren Keratozytensubpopulation signifikant zum gesunden 
Keratozytennetzwerk ab. Die Länge um 11.89 % (p < 0.02), die Breite um 6.58 % 
(p = 0.035).  
Bei den zentralen Keratozyten verringert sich einzig die Zelllänge signifikant (p = 0.035). 
Der Zellformfaktor nimmt in Bezug zur gesunden Hornhaut schwach signifikant ab 
(p = 0.08). Im anterioren Stromabereich nimmt die Zelllänge um 3.57 % (p = 0.29) sowie 
die Zellbreite um 1.67 % (p = 0.37) geringfügig ab. Auch hier nimmt die Längen- sowie 
die Breitenausdehnung fast proportional zueinander ab. Daher bleibt der Zellformfaktor 
praktisch identisch. 
Zusammenfassend ist zu sagen, dass mindestens einer der beiden Zellausmaße (Zelllänge, 
Zellbreite) der Keratozyten in allen Stromaschichten bei bullöser Keratopathie abnimmt. 
Die ausgeprägteste Größenabnahme findet mit signifikanter Reduktion in der posterioren 
kornealen Subpopulation statt.  
 





6.5. Modelle zur Erklärung der Stromapathologie 
• Physikalische Kräfte oder eine Hornhautdehydratation können Ursachen für unter-
schiedliche Zellmorphologien und –dichten sein. Diese Varianten wurden schon 
früher von Reim beschrieben (Reim 1992). Dies könnte ein Erklärungsmodell bei 
Stromaquellung (Hydratation) bei bullöser Keratopathie sein.  
 
• Die unterschiedliche Sauerstoffkonzentration in den differenzierten Stromaschich-
ten kann eine weitere mögliche Erklärung für die Existenz von 3 unterschiedlichen 
Keratozytensubpopulationen sein. Diese drei Stromabereiche besitzen unterschied-
liche Zelldichten und unterschiedliche metabolische Aktivitäten. Untersuchungen 
haben gezeigt, dass die markante Reduktion der mitochondrialen Volumendichte 
mit der kornealen Dicke und Distanz von der Sauerstoffquelle korreliert (Stockwell 
1991). Untersuchungen des Sauerstoffgehaltes in der Kornea konnten zeigen, dass 
bei der bullösen Keratopathie der geringste Sauerstoffgehalt bei verschiedenen 
Hornhauterkrankungen zu messen war (Morris, Ruben 1981). Das könnte ein wei-
teres Indiz für eine O2-bedingte pathologische Veränderung der Keratozytenmor-
phologie sein. Auch neuere Untersuchungen belegen den Sauerstoffgradienten 
beim Hornhautödem (Leung et al. 2011). 
 
• Ein anderer Ansatzpunkt der morphologischen Veränderungen könnte die Einwir-
kung der aktivierten Makrophagen oder Myofibroblasten auf das Keratozytennetz-
werk sein. Bei der bullösen Keratopathie konnten Kenney und Mitarbeiter (2001) 
verstärkt CD68-positive Zellen im Stroma und den subepithelialen Schichten 
nachweisen. Diese Tatsache könnte die morphologischen Veränderungen im Stro-
ma erklären. Bei der bullösen Keratopathie konnten neben den Myofibroblasten im 
anterioren Stroma Fibroblasten nachgewiesen werden (Morishige et al. 2012, Mo-
rishige et al. 2013). 
Das Glykoprotein CD14, welches sich vor allem auf Makrophagen, Monozyten und 
Langerhanszellen exprimiert, ist bei der bullösen Keratopathie positiv (Kenney et 
al. 2001). Diese signifikante Ansammlung von Entzündungszellen könnte ebenfalls 





ein Faktor für strukturelle Veränderungen der Keratozyten und des Netzwerkes 
sein. Dies erklärt jedoch nicht, warum die morphologischen Veränderungen in un-
serer Studie der bullösen Keratopathie am ausgeprägtesten bei der posterioren Ke-
ratozytensubpopulation sind. Auch andere Untersuchungen konnten bei der bullö-
sen Keratopathie morphologische Veränderungen vor allem im anterioren und post-
erioren Stromabereich feststellen (Morishige et al. 2012). Diese resultierten aller-
dings durch die veränderten Kollagenlamellen. 
 
• Akhtar und Mitarbeiter (2001) untersuchten die ultrastrukturelle Morphologie und 
Expression von bestimmten Faktoren bei der bullösen Keratopathie. Im Stroma 
fanden sie einen vergrößerten interfibrillären Kollagenraum. Dieser hatte ein sehr 
feines Netzwerk von Filamenten und anormal großen Proteoglykanen, dessen He-
midesmosomen fehlten. Die Descemetsche Membran wies Räume mit kleinen Fi-
lamenten auf. In der posterioren Kollagenschicht waren zahlreiche Mikrofilamente 
mit weitlumigen Kollagenfasern vorhanden. Große Mengen von anormal kleinen 
Proteoglykanen wurden im zentralen sowie im posterioren Stroma sowie an der en-
dothelialen Seite der posterioren Kollagenschicht registriert. All diese von Akhtar 
und Mitarbeitern publizierten Ergebnisse könnten den Rückschluss zulassen, dass 
die von uns dokumentierten reduzierten Volumen- und Zelldichten bei bullöser Ke-
ratopathie aufgrund der Volumenzunahme der Interzellularsubstanz zustande 
kommen. 
 
• Reine et al. (1998) beschrieben die Zelldichte der einzelnen Stromaschichten sowie 
des Endothels und Epithels bei gesunder Kornea in Abhängigkeit vom Alter. 
Møller-Pedersen (1997) und Rao et al. (2000) bestätigten, dass bei älteren Patienten 
die endotheliale Zelldichte signifikant abnahm. In den übrigen Hornhautschichten 
war ebenfalls eine Zellreduktion vorhanden, jedoch nicht signifikant (Raine et al. 
1998). Eine endotheliale Zelldichtereduktion könnte eine Prädisposition zur patho-
logischen Veränderung des primär subendothelialen Keratozytennetzwerkes sein. 
In Bezug auf die Zelldichte war in unserer wissenschaftlichen Studie keine Prädo-
minanz bei der Reduktion der posterioren Keratozytensubpopulation zu messen. 
Schrems-Hoesl und Mitarbeiter (2013) zeigten ebenfalls eine Reduktion der Endo-





thelzellen und einen signifikanten Anstieg der Keratozytendichte im posterioren 
Stromabereich. 
 
• In unserer Arbeit konnten wir bei der bullösen Keratopathie eine signifikante Re-
duktion der Zelldichte im anterioren Stroma nachweisen. Wilson und Hong (2000) 
beschrieben, dass die Bowmansche Membran die Zytokin verursachten Interaktio-
nen wie Chemotaxis und Apoptose beeinflusst (Wilson und Hong 2000). Dadurch 
könnte dieser Membran ein Einfluss auf die darunter liegenden stromalen Schichten 
zugeschrieben werden. Diese Hypothese könnte als Erklärung für unsere ausge-
prägte Reduktion der Zelldichte im anterioren Stroma bei bullöser Keratopathie 
dienen. Diese Theorie wird durch die Untersuchungen von Wilson (1996, 1998) un-
terstrichen. Er wies die Defekte der Bowmanschen Membran bei fortgeschrittener 
bullöser Keratopathie sowie bei Fuchs’sche Endotheldystrophie (Wilson 1988) 
nach. 
Diese wissenschaftlichen Fakten bieten den Ansatz für unterschiedliche Erklärungsmodelle 
der Keratozytenpathologie bei bullöser Keratopathie. Vermutlich handelt es sich bei dieser 
Pathogenese um einen multifaktoriellen Prozess. Um letztendlich schlüssige kausale Zu-
sammenhänge aufzeigen zu können, noch weitere detaillierte Erforschungen notwendig 
wären. 





6.6. Mögliche Einflüsse verschiedener Faktoren auf die experimentelle 
Untersuchung 
Das Trepanat im Kulturmedium zeigt nach kurzer Zeit ödematöse Verquellungen. Zur 
Vermeidung dieser Veränderung wurde die Hornhaut innerhalb von 24 Stunden post-
operativ untersucht. Zusätzlich wurden die Präparate mit Dextran entquollen. 
Als qualitative Vitalitätskontrolle der Keratozyten wurde die Fluoreszenzfärbung mit 
dem LIVE/DEAD®-Assay angewendet. Diese Methode erlaubte es, Gewebeareale mit 
avitalen Zellen von den Messungen auszuschließen. 
Die Zellen wurden mit dem konfokalen Mikroskop untersucht. Mit dieser Wahl konnte 
die Qualität der Aufnahmen optimiert und das Streulicht minimiert werden. 
Die Grauwertmessungen beeinflussen die Berechnungen, welche mit den Programmen 
Intervision und Voxel Math durchgeführt werden. Durch die subjektive Einstellung 
der Grauwerte können Abweichungen bei den gemessenen Daten entstehen. Zur Ver-
meidung solcher Unschärfen in den Messdaten wurde die Datenerhebung mit der glei-
chen Einstellung durchgeführt. 
 
 





6.7. Überlegungen zur klinischen Anwendung der konfokalen Laser 
Scanning Fluoreszenz Mikroskopie in der Ophthalmologie 
Zur Zeit wird in der klinischen Ophthalmologie in vivo mit dem konfokalen Slit Scanning 
Mikroskop untersucht. Damit können nur die Zellkerne, nicht jedoch die Ausläufer mit den 
feinsten Zellularfortsätzen oder die interzelluläre Matrix dargestellt werden. Außerdem ist 
eine Differenzierung zwischen vitalen und avitalen Keratozyten nicht möglich. 
Um das konfokale Laser Scanning Fluoreszenz Mikroskop am Patienten einsetzen zu 
könnte, müsste zuerst ein geeigneter, atoxischer Fluoreszenzfarbstoff entwickelt und für 
die klinische Anwendung freigegeben werden. Zur Zeit ist gemäß unserem Erkenntnis-
stand kein in vivo Farbstoff zur Vitalitätsprüfung der Keratozyten oder der (inter-) zellula-
ren Strukturdarstellung bekannt. Auch mit dem in vivo eingesetzten konfokalen Laser 
Scanning Mikroskop (HRT/RCM) kann das Keratozytennetzwerk mit den feinen Zellular-
fortsätzen nicht detailliert dargestellt werden. Dieses wird vor allem für die topografische 
Darstellung des hinteren Augenabschnittes mit dem Sehnervenkopf eingesetzt. 
Ein Screeningverfahren zur Früherkennung struktureller oder zellulärer Veränderungen bei 
der bullösen Keratopathie ist in Abhängigkeit einer herabgesetzten kritischen Endothel-
zellzahl als sinnvoll zu erachten. Dadurch könnten weitere wissenschaftliche klinische Er-
kenntnisse gewonnen werden. Diese könnten bei zukünftig erhofften Fortschritten auch auf 
molekularer Ebene eine therapeutische Intervention zum Sistieren oder gegebenenfalls 
einer Regression führen.  
Auch bei anderen Hornhauterkrankungen oder kornealen Wundheilungsprozessen könnte 
die Erforschung der Pathogenese auf zellulärer Ebene mittels einer Untersuchung mit dem 
konfokalen Laser Scanning Fluoreszenz Mikroskop sehr nützlich sein. Beispielsweise 
könnten damit in den Bereichen der refraktiven Chirurgie oder der immunologischen Ant-
wort bei Zustand nach Keratoplastik Fortschritte erzielt werden. Frueh und Mitarbeiter 
(1998) dokumentierten nach photorefrakiver Chirurgie mittels konfokaler Mikroskopie 
einen signifikanten Zelldichteverlust im anterioren Stroma. McDermott (1993) untersuchte 
die Interaktion von Empfänger- und von Spenderkeratozyten bei Zustand nach perforieren-
der Keratoplastik. 





Fortschritte im Bereich der Keratoplastik mittels konfokaler Mikroskopie wären wün-
schenswert. Aktuell kann nach einer Korneatransplantation bis zu einem Jahr vergehen, bis 
Spenderkeratozyten durch die Empfängerkeratozyten ersetzt werden (Geerards, Kok 1993). 
Møller-Pedersen und Mitarbeiter 1994 untersuchten die Keratozytendichte bei Spender-
hornhäuten und fand heraus, dass die Qualität und die Dichte der transplantierten Kerato-
zyten von großer Bedeutung sind. 
Die konfokale in vivo Mikroskopie könnte bei Existenz von geeigneten Farbstoffen mittels 
ihrer hochauflösenden optischen Schnitte die Möglichkeiten eröffnen, die bullöse Kerato-
pathie oder andere Hornhauterkrankungen in ihrer graduellen Pathogenes zu beobachten. 
Eine Früherkennung pathologischer Veränderungen vor Ausprägung klinischer Symptoma-
tik könnte damit gegebenenfalls erkannt werden. Auch andere korneale Erkrankungen, 
welche mit einer morphologischen Veränderung der Keratozyten und des entsprechenden 
Netzwerkes einhergehen, könnten mit der in vivo Erforschung im Frühstadium erkannt 
werden. 
 






Das Ziel dieser Arbeit war, die Veränderungen der Keratozytensubpopulationen humaner 
Korneatrepanate bei bullöser Keratopathie morphologisch und morphometrisch zu analy-
sieren. 
Um sicher zu sein, dass nur vitale Keratozytenareale untersucht werden, wurden die Horn-
hauttrepanate mit dem LIVE/DEAD®-Kit (Poole et al. 1993) angefärbt. Die vitalen Gewe-
bebereiche konnten anschließend mit dem konfokalen Laserscanning-Fluoreszenz-
mikroskop untersucht und als digitale Datensätze abgespeichert werden.  
Die Datensätze der Keratozyten und des Keratozytennetzwerkes wurden dreidimensional 
rekonstruiert. Damit konnte die Morphologie der drei Zellsubpopulationen beurteilt wer-
den.  
Die weiterführende quantitative Analyse der Keratozyten sowie des Netzwerkes bei bullö-
ser Keratopathie wurde mit den Untersuchungsergebnissen von gesunden humanen Kor-
neae verglichen. Die Daten der gesunden Hornhautzellen wurden von einer anderen Ar-
beitsgruppe (Somodi, Guthoff 1995, Hahnel et al. 1997, Hahnel et al. 2000) vorab unter-
sucht und publiziert. 
Bei der bullösen Keratopathie sind drei Keratozytensubpopulationen erkennbar, wobei die 
wesentlichen morphologischen Unterschiede zur gesunden Kornea bei der Keratozyten-
subpopulationen im posterioren Stroma registriert werden konnte. Es zeigte sich eine aus-
geprägte Rarefizierung der Zellularfortsätze.  
Mit einem hohen Signifikanzniveau (p ≤ 0.001) zeigte sich eine deutliche Abnahme des 
mittleren Zellvolumens bei der posterioren Keratozytensubpopulation. In diesem Stroma-
bereich zeigte sich ebenfalls eine signifikante Abnahme der Volumendichte sowie der 
Zelloberfläche.  
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In diesem Dokument wird die folgende Notation verwendet: 
 L1   = Objektivlinse 
 P1   = Stromaebene des Hornhautpräparates 
 S0  = energetischer Grundzustand 
 S1  = energieärmerer Zustand 
 S1´ = angeregtes Energie-Niveau 
 T0  = Zeitpunkt der ersten Messung 
 Tί  = Zeitpunkt der ί –ten Kontrollmessung 
∆Tί  = Zeit zwischen der ersten und der ί –ten Messung 
 x¯  = Mittelwert  
 σ   = Standardabweichung 
 p   = Signifikanzniveau 






2D                =  zweidimensional 
3D                = dreidimensional 
Calcein-AM = Calcein Acetoxymethylester 
DNA            = Desoxyribonukleinsäure 
D-PBS         = Dulbecco’s phosphate-buffered saline 
FCS             = Foetales Kälberserum 
MEM           =  Minimal Essential Medium 
TSCM          = Tandem Scanning Confocal Microscopy 








 N Mittelwert Standardabweichung 
Standardfehler des Mittel-
wertes 
BuLäAnt 45 21.8443 2.83161 .42211 
FuLäAnt 38 21.0235 2.41460 .39170 
BuLäZent 118 25.9740 3.27702 .30167 
FuLäZent 26 25.2160 3.27558 .64239 
BulLäPost 167 27.5895 4.74741 .36737 
FuLäPost 125 26.2566 3.89360 .34825 
Tabelle 11-1Statistischer Mittelwert der Zelllänge einer Stichprobe von „bullös“ und bei 






Testwert = 0 






BuLäAnt 51.750 44 .000 21.84431 20.9936 22.6950 
FuLäAnt 53.673 37 .000 21.02353 20.2299 21.8172 
BuLäZent 86.100 117 .000 25.97402 25.3766 26.5715 
FuLäZent 39.253 25 .000 25.21600 23.8930 26.5390 
BulLäPost 75.101 166 .000 27.58946 26.8641 28.3148 
FuLäPost 75.395 124 .000 26.25662 25.5673 26.9459 
Tabelle 11-2Signifikanztest der Zelllänge bei einer Stichprobevon „bullös“ und bei Fuchs’scher 





 N Mittelwert Standardabweichung 
Standardfehler des Mittel-
wertes 
BulBreiPost 167 12.3255 2.14883 .16628 
FuBreiPost 125 11.9625 2.04174 .18262 
BuBreiZent 118 11.9537 2.46790 .22719 
FuBreiZent 26 11.7908 2.00656 .39352 
BuBreiAnt 45 10.9296 1.73402 .25849 
FuBreiAnt 38 11.0313 1.70198 .27610 
Tabelle 11-3Statistischer Mittelwert der Zellbreite einer Stichprobe von „bullös“ und bei Fuchs’ 







Testwert = 0 






BulBreiPost 74.124 166 .000 12.32548 11.9972 12.6538 
FuBreiPost 65.505 124 .000 11.96250 11.6011 12.3240 
BuBreiZent 52.616 117 .000 11.95368 11.5037 12.4036 
FuBreiZent 29.962 25 .000 11.79081 10.9803 12.6013 
BuBreiAnt 42.282 44 .000 10.92956 10.4086 11.4505 
FuBreiAnt 39.954 37 .000 11.03134 10.4719 11.5908 
Tabelle 11-4Signifikanztest der Zellbreite bei einer Stichprobevon „bullös“ und bei Fuchs’scher 





 N Mittelwert Standardabweichung 
Standardfehler des Mittel-
wertes 
BuShapePos 167 2.3216 .60554 .04686 
FuShapePost 125 2.2458 .54670 .04890 
BuShapeZent 118 2.3580 .73502 .06766 
FuShapeZent 26 2.4620 .95976 .18822 
BuShapeAnt 45 2.0913 .55928 .08337 
FuShapeAnt 38 2.0835 .67246 .10909 
Tabelle11-5Statistischer Mittelwert des Zellformfaktors „Shape“ einer Stichprobe von „bullös“ und 







Testwert = 0 






BuShapePos 49.546 166 .000 2.32161 2.2291 2.4141 
FuShapePost 45.928 124 .000 2.24579 2.1490 2.3426 
BuShapeZent 34.849 117 .000 2.35804 2.2240 2.4920 
FuShapeZent 13.080 25 .000 2.46195 2.0743 2.8496 
BuShapeAnt 25.084 44 .000 2.09131 1.9233 2.2593 
FuShapeAnt 19.099 37 .000 2.08350 1.8625 2.3045 
Tabelle 11-6Signifikanztest des Zellformfaktors „Shape“ bei einer Stichprobevon „bullös“ und bei 







 N Mittelwert Standardabweichung Standardfehler des Mittelwertes 
VolAnter 191 5503.4232 1330.08257 96.24140 
VolZentr 260 5021.0104 1447.02945 89.74096 
VolPost 277 11670.0819 3521.09409 211.56204 
OberflAnt 191 6460.2206 1717.02729 124.23973 
OberflZent 260 4109.0192 1641.09209 101.77621 
OberflPost 277 6532.1031 2506.00913 150.57150 
VolDichteAnt 191 9.9017 2.60953 .18882 
VolDichteZent 260 8.6057 2.40609 .14922 
VolDichtePost 277 15.0163 5.60031 .33649 
ZelldichteAnt 191 18.1026 2.41109 .17446 
ZelldichteZent 260 17.2050 2.50897 .15560 
ZelldichtePost 277 13.4121 3.72767 .22397 
Tabelle11-7 Statistischer Mittelwert einer Stichprobe von der Volumen, Oberfläche, Volumendichte 






 Testwert = 0 
 T df Sig. (2-seitig) 
Mittlere Diffe-
renz 
95% Konfidenzintervall der 
Differenz 
     Untere Obere 
VolAnter 57.184 190 .000 5503.42319 5313.5843 5693.2621 
VolZentr 55.950 259 .000 5021.01038 4844.2956 5197.7252 
VolPost 55.162 276 .000 11670.08188 11253.6016 12086.5621 
OberflAnt 51.998 190 .000 6460.22063 6215.1543 6705.2870 
OberflZent 40.373 259 .000 4109.01919 3908.6050 4309.4334 
OberflPost 43.382 276 .000 6532.10314 6235.6886 6828.5176 
VolDichteAnt 52.440 190 .000 9.90173 9.5293 10.2742 
VolDichteZent 57.672 259 .000 8.60573 8.3119 8.8996 
VolDichtePost 44.626 276 .000 15.01628 14.3539 15.6787 
ZelldichteAnt 103.763 190 .000 18.10257 17.7584 18.4467 
ZelldichteZent 110.572 259 .000 17.20496 16.8986 17.5114 
ZelldichtePost 59.883 276 .000 13.41213 12.9712 13.8530 
Tabelle 11-8 Signifikanztest von Volumen, Oberfläche, Volumendichte [%] und Zelldichte [%] in 















     
Gruppenstatistiken 
     
 GRUPPEA N Mittelwert Standardabwei-
chung 
Standardfehler des Mittelwertes 
LÄANT 1 44 21.95795455 4.521942667 0.681708507  
 2 37 21.68027027 3.765785654 0.619091348  
BREIANT 1 44 10.92954545 2.524945272 0.380649822  





















     
Gruppenstatistiken      
 GRUPPEZ N Mittelwert Standardabwei-
chung 
Standardfehler des Mittelwertes 
LÄZENT 1 117 26.11094017 4.384221706 0.40532144  
 2 25 25.416 5.380504159 1.076100832  
BREIZENT 1 117 11.75709402 2.699010055 0.249523568  




















     
Gruppenstatistiken     
 
 GRUPPEP N Mittelwert Standardabwei-
chung 
Standardfehler des Mittelwertes 
LÄPOST 1 166 27.70993976 4.903987925 0.380623281 
 
 2 124 26.31241935 4.587130171 0.41193645 
 
BREIPOST 1 166 12.32548193 2.155331812 0.167286192 
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